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RESUMO

O frescor é perdido rapidamente em alguns peixes logo apés o abate, devido as alteracdes que
ocorrem através das reacGes enzimaticas e quimicas, seguida da atividade da microbiota e,
originando a producdo de metabdlitos responsaveis pela rejeicdo sensorial. A pescada-go
(Macrodon ancylodon) é um exemplo de peixe que apresenta essa perda acelerada da
qualidade e, devido a importancia comercial dessa espécie marinha e sua ampla distribuigcdo
geografica e perspectiva econdmica no pais; a presente pesquisa estudou diferentes métodos
de conservacgdo para avaliar a qualidade e o frescor durante o armazenamento da pescada-gé
em gelo e de filés sob atmosfera modificada. Inicialmente, a pescada-go inteira conservada
em gelo foi avaliada sensorialmente durante o desenvolvimento do Método de indice de
Qualidade (MIQ); seguida de identificacdo e estudo da microflora intestinal e, finalizando
com a avaliacdo do frescor dos filés submetidos a atmosfera modificada (EAM), mantidos a
2°C, através do desenvolvimento e aplicacéo do protocolo MIQ para os filés. Em paralelo, foi
avaliado também os teores de pH, bases volateis totais (N-BVT), aminas biogénicas, acidos
graxos, substancias organicas volateis, contagens de bactérias heterotroficas aerobias
mesdfilas e psicrotroficas na pescada-gé inteira conservada em gelo. O protocolo MIQ para a
pescada-go inteira conservada em gelo demonstrou alta correlacdo (R?=0,9868) entre o Indice
de Qualidade (1Q) e o tempo de armazenamento. Dentre os marcadores de qualidade
avaliados, as aminas cadaverina e putrescina apresentaram teores elevados até o 14° dia. As
substancias volateis tolueno e xileno mostraram contaminagdo das amostras oriundas do
habitat e a dieta da pescada-go e, a diminuicdo dos teores de &cido oléico e araquidbnico
confirmou a perda da qualidade e valor nutricional durante a estocagem. Os resultados
microbioldgicos indicaram aumento de bactérias psicrotroficas, sugerindo que a pescada-go
inteira conservada em gelo tem estabilidade comercial por 11 dias. No estudo da microbiota
intestinal, foi identificado cinco cepas de bactérias que exercem papel importante na
seguranca e/ou vida de prateleira da pescada-gd: Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum,
Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens e Corynebacterium
sp. E apenas as duas primeiras, consideradas deterioradoras, tiveram crescimento significativo
apos trés dias de armazenamento a 3°C. O estudo dos filés de pescada-gé embalados em
atmosfera modificada (EAM) a 2°C, demonstrou que o efeito nesse tipo de conservacgéo
manteve o frescor por 6 dias em filés embalados com 60%CO,/40%N, e 10 dias com
70%C0,/30%N,. A estabilidade comercial dos filés teve influéncia pela dissolu¢do do CO, e
o efeito bacteriostatico na fase aquosa do musculo dos filés, que retardou o crescimento dos
micro-organismos e corroborou no aumento do pH, N-BVT, putrescina e cadaverina. O
desenvolvimento e aplicacdo do protocolo MIQ para os filés em EAM evidenciou alteracdes
sensoriais na cor, odor e aspecto do muco. As analises instrumentais (cor e textura) adotadas
durante a estocagem ndo resultaram como bons parametros nesse estudo de qualidade da
pescada-g6. E por fim, dentre todos os parametros avaliados para a espécie Macrodon
ancylodon os método sensorial e microbioldgico foram os que apresentaram correlacdo
significativa na avaliacdo da qualidade para a espécie inteira e em filé.

Palavras-chaves: qualidade, conservagédo, estabilidade comercial, microflora, atmosfera
modificada.



ABSTRACT

Freshness is rapidly lost in some fish soon after slaughter, due to changes that occur through
enzymatic and chemical reactions, followed by the activity of the microbiota and, leading to
the production of metabolites responsible for sensorial rejection. King weakfish (Macrodon
ancylodon) is an example of fish that presents this accelerated loss of quality and, due to the
commercial importance of this marine species and its wide geographic distribution and
economic perspective in the country; the present research studied different conservation
methods to evaluate the quality and freshness during storage of king weakfish in ice and fillets
under modified atmosphere. Initially, the whole ice-preserved king weakfish was evaluated
sensorially during the development of the Quality Index Method (QIM); followed by the
identification and study of the intestinal microflora, and finalizing with the evaluation of the
freshness of the fillets submitted to the modified atmosphere, maintained at 2 ° C, through the
development and application of the QIM protocol for fillets. At the same time, pH, total
volatile bases (N-TBV), biogenic amines, fatty acids, volatile organic substances, counts of
mesophilic and mesotrophic aerobic bacteria were detected in whole ice preserved king
weakfish. The QIM protocol for whole ice preserved king weakfish showed a high correlation
(R2 = 0.9868) between the Quality Index (QI) and storage time. Among the quality markers
evaluated, the amines cadaverine and putrescine presented high levels up to the 14th day. The
volatile substances toluene and xylene showed contamination of the samples from the habitat
and the diet of king weakfish and the reduction of the levels of oleic and arachidonic acid
confirmed the loss of quality and nutritional value during storage. The microbiological results
indicated an increase of psychrotrophic bacteria, suggesting that the whole preserved icefish
had commercial stability for 11 days. In the intestinal microbiota study, five bacterial strains
were identified that play an important role in the safety and / or shelf life of king weakfish:
Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum, Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas fluorescens and Corynebacterium sp. And only the first two, considered
deteriorating, had significant growth after three days of storage at 3 ° C. The study of 2°C
modified atmosphere king weakfish fillets showed that the effect in this type of conservation
kept the freshness for 6 days in fillets packed with 60% CO, / 40% N, and 10 days with 70 %
CO, / 30% N,. The commercial stability of the fillets was influenced by the dissolution of
CO, and the bacteriostatic effect in the fillet muscle water phase, which retarded the growth
of microorganisms and corroborated the increase in pH, N-BVT, putrescine and cadaverine.
The development and application of the QIM protocol for fillets in MA evidenced sensory
changes in the color, odor and appearance of the mucus. The instrumental analyzes (color and
texture) adopted during storage did not turn out to be good parameters in this quality fish king
weakfish study. Finally, among all the parameters evaluated for Macrodon ancylodon, the
sensory and microbiological methods were those that showed a significant correlation in the
evaluation of quality for the whole species and fillet.

Key-words: conservation, quality, commercial stability, microflora, modified atmosphere.
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INTRODUCAO GERAL

O consumo de pescado no Brasil reflete diferencas regionais relacionadas com o
poder aquisitivo da populacdo, quantidade e qualidade ofertada, conservacéo, precos e habito
alimentar. Aliado a isso, a crescente oferta de peixes, deve considerar as atuais exigéncias dos
consumidores mais conscientes da importancia de obter alimentos com qualidade, saudaveis e
gue mantenham as caracteristicas sensoriais.

Avaliar o impacto das condi¢Ges de conservacdo do pescado é indispensavel para
estabelecer critérios especificos de qualidade, estimar o grau de frescor e a estabilidade
comercial de peixes e seus produtos (SANTOS, 2011). A avaliacdo sensorial € 0 método mais
comumente utilizado para estabelecer parametros de qualidade. O Método de indice de
Qualidade (MIQ) é um sistema de classificacdo confiavel, rapido, especifico e reconhecido
como referéncia em pesquisa sensorial do frescor de pescados (NIELSEN; GREEN, 2007). A
eficacia do MIQ tem sido comprovada através de pesquisas com diferentes espécies de
pescados, demonstrando a importancia da utilizacdo desse método por pesquisadores (em
laboratérios, para fins de investigacdo), industrias (para inspecdo mais precisa e decisdes
claras sobre a qualidade dos peixes) e comercializacdo de pescados (GONCALVES et al.,
2015).

A correlacdo do MIQ com outros métodos que considera diferentes parametros de
qualidade, como os fisicos, quimicos e microbioldgicos, visa avaliar as alteracdes ocorridas
apos o abate e durante a vida de prateleira de pescados (HUSS,1999).

As mudangas no grau e perda do frescor em peixes ocorrem devido as reacOes
enzimaticas e a atividade da microbiota presente na pele, branquias e intestino. Podem
também ser favorecidas por caracteristicas individuais de cada espécie e pelas condicGes de
armazenamento (GRAM; HUSS, 1996; GRAM; DALGAARD, 2002).

Algumas espécies da familia Sciaenidae sdo exemplos de peixes que passam por
alteracdes rapidas de frescor que ocorrem logo ap6s o abate (SANTOS et al., 2014). A
pescada-go ou pescadinha-real (Macrodon ancylodon), que pertence a essa familia, € uma das
espéecies que se destacam no estado do Para, por apresentar boa perspectiva econdmica e
importancia na pesca extrativa marinha nacional e regional. As caracteristicas particulares da

espécie sdo importantes para estabelecer critérios que definam a qualidade e frescor da
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pescada-go. Assim como, os efeitos que produtos elaborados a partir desse peixe podem obter
se associados ao uso de tecnologias de conservagdo, como atmosfera modificada e
refrigeracdo. Isto € importante para avaliar a influéncia dessas tecnologias na manutencédo dos
parametros de qualidade e frescor de produtos, além de prolongar a estabilidade comercial dos
mesmos (SANTOS; OLIVEIRA, 2012).

Embasado na importancia comercial da pescada-g6 (Macrodon ancylodon), nas
exigéncias acerca de métodos que avaliam os parametros de qualidade e no uso de formas de
conservacao que minimizem a perecibilidade de produtos de peixe, o primeiro Capitulo foi
elaborado com uma “Revisao da Literatura”, para subsidiar a validade cientifica desta tese.

O segundo Capitulo tem como titulo “Avaliacdo por diferentes métodos de
qualidade e desenvolvimento do Método de indice de Qualidade (QIM), para a pescada go
(Macrodon ancylodon) inteira conservada em gelo”, e o objetivo foi avaliar e correlacionar as
alteracbes da pescada g6 conservada em gelo através de avaliagdo sensorial com o MIQ e
andlises fisico-quimicas, microbioldgicas e determinagdo de perfis quimicos de substancias
organicas volateis e acidos graxos.

A “Identificacdo da microbiota intestinal e a qualidade microbiologica da
pescadinha-real (Macrodon ancylodon)” compde o terceiro capitulo, que aborda a qualidade
microbioldgica das amostras, identificacdo da flora intestinal e o crescimento testado em
diferentes temperaturas de estocagem.

Finalmente, visando abordar um dos temas desta pesquisa e associar o uso de
tecnologias de conservagdo inovadoras, o quarto capitulo versa sobre a “Avaliagdo dos
parametros de qualidade de filés de Macrodon ancylodon embalados em atmosfera
modificada”. Produtos de filés embalados em atmosferas modificadas (EAM) foram utilizados
para avaliar a estabilidade comercial do mesmo, através de protocolo sensorial MIQ

desenvolvido para filés de M. ancylodon e outros métodos de qualidade.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Utilizar diferentes métodos indicadores de qualidade que permitam estudar a
microbiota da pescada-go, estabelecer o grau de frescor e prever a estabilidade comercial
dessa espécie inteira conservada em gelo e de filés embalados sob atmosfera modificada e

refrigerados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

—Obter, estudar, levantar dados acerca de métodos que avaliem os parametros de
qualidade e no uso de formas de conservacdo que minimizem a perecibilidade de
produtos de peixe

—Desenvolver protocolos sensoriais através do Método de indice de Qualidade
(MIQ) para a pescada goé inteira conservada em gelo e filés embalados em atmosferas
modificadas e estocados a 2°C.

—Correlacionar métodos que avaliem a qualidade da pescada-g6 através das
alteracbes microbiologicas, fisicas, quimicas e determinagdo de marcadores de qualidade,
como os acidos graxos, as aminas biogénicas e as substancias organicas volateis;

—Caracterizar a microbiota intestinal da pescada-g6 para identificar e analisar o
crescimento dessa microflora em duas temperaturas de armazenamento;

—Elaborar produtos de filés de pescada-g6 embalados sob atmosfera modificada
e avaliar, por diferentes métodos, a qualidade através de analises sensoriais, fisicas,

quimicas e microbioldgicas e estimar a estabilidade comercial desses filés.
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CAPITULO |
REVISAO DA LITERATURA

1. ASITUACAO DA PESCA NO BRASIL

De acordo com a analise estatistica realizada pelo Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA), a producédo de pescado no Brasil atingiu 1.431.974,4 toneladas em 2011. A pesca
extrativa marinha continuou sendo a principal fonte de producdo do pescado nacional. A
analise da producdo nacional de pescado por Unidade da Federacdo, para o ano de 2011,
demonstrou que o estado do Par& permaneceu como segundo maior polo produtor de pescados
no Brasil, com 153.332,3 t, sendo a pesca extrativa marinha, a mais importante no estado, foi
responsavel por 57,07% da producao (BRASIL, 2013).

Onze espécies que representam a metade do total de peixes marinhos capturados no
Brasil se destacaram em 2010, sendo: sardinha-verdadeira, corvina, pescada-amarela, bonito-
listrado, tainha, sardinha, castanha, cacdo, pescadinha-real (ou pescada-go), serra e bagre
(BRASIL, 2012). Dentre esses peixes de importancia nacional para a pesca marinha, a
pescada-go, cujo nome cientifico € Macrodon ancylodon, contribuiu com uma producao
extrativista de 7.043,7 toneladas no ano de 2011 (BRASIL, 2013).

1.1. ASPECTOS GERAIS DA PESCADA-GO

A espécie Macrodon ancylodon (BLOCH; SCHNEIDER, 1801) tem relativa
importancia no cendrio nacional e regional, na costa Norte do Brasil, tanto pelo volume
capturado quanto pelo consumo da populacéo local (IKEDA, 2003). Esta espécie é de origem
subtropical, da familia Sciaenidae, que ocorre com ampla distribuicdo geografica, desde as
aguas tropicais da Venezuela até as aguas subtropicais da Argentina. Devido ampla
distribuicdo, no Brasil, esse peixe tem diversas denominacgdes, como: pescadinha-gé, pescada-
go e corvina de boca-mole, na regido Norte; e pescadinha, pescada-foguete e pescadinha-real,
na regido Sul e Sudeste (IKEDA, 2003; SANTOS et al., 2003).

A pescada-g6 é encontrada, geralmente, em ambientes demersais, aguas costeiras,

principalmente sobre fundos de areia, lama e sedimentos, em profundidades de até 60 metros,
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sendo mais comum aos 25 metros. Os peixes jovens desta espécie sdo encontrados também
em &gua estuarinas. O comprimento médio dessa espécie € 40 cm, chega a pesar menos que 1
kg e se alimenta de camardes, pequenos peixes e lulas. Esta espécie pode atingir até 5 anos de
idade, com maturidade sexual atingida com um a dois anos (IKEDA, 2003). A frequéncia de
desova ocorre mais de uma vez ao ano, entre dezembro e abril e de junho a outubro
(SZPILMAN, 2000). Devido a essa frequéncia, hd grande oferta favorecida pelo volume de
captura durante grande parte do ano e a procura dessa espécie pelo consumidor é devido ao
seu baixo valor comercial, além de ser apreciada pela populacdo que tem a preferéncia por

alimentos saudaveis.

1.2. ASPECTOS DA QUALIDADE EM PEIXES

Segundo a FAO (2007), o peixe € um alimento de excelente valor nutricional, com
proteinas de alto valor biol6gico, rico em micronutrientes minerais e cidos graxos essenciais.
No entanto, estas caracteristicas, que classificam o peixe como um alimento saudavel, ao
mesmo tempo, o tornam um dos alimentos mais suscetiveis a deterioracdo, devido a elevada
atividade de agua (a,) € o pH préximo da neutralidade (FONTES et al., 2007).

A perda primaria do frescor dos peixes é causada por alteragdes bioquimicas
enddgenas no musculo do peixe, que ocorrem durante e apds o abate (SIMAT et al., 2012).
Em seguida, os compostos da segunda fase sdo produtos da atividade microbiana que podem
ser reduzidos dependendo do armazenamento na extensa cadeia produtiva, estendendo a vida
util e a qualidade dos pescados (GONCALVES, 2011). Todas essas alteragcbes também séo
fortemente influenciadas por fatores ligados a espécie, estado nutricional, método de captura,
manipulacdo e conservacdo, desde a captura até o consumo final (GRAM; HUSS, 1996;
MOL; TOSUN, 2011).

Para retardar os processos de deterioracdo dos pescados utilizam-se varios métodos,
baseados majoritariamente na aplicacdo de baixas temperaturas. No entanto, a associacéo de
outros processos de conservacdo, aliada a refrigeracdo, pode ser mais eficaz, como: a
desidratacdo, a defumacéo, o calor, o ultrassom, o uso de conservantes, a fermentacéo, a
irradiacdo e a atmosfera modificada (MANTILLA et al., 2010).
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2. CONSERVACAO POR ATMOSFERA MODIFICADA

Um exemplo de tecnologia de conservagdo inovadora é a embalagem com atmosfera
modificada (AM), que se baseia na inclusdo de produtos dentro de materiais com barreira a
gases, onde o meio gasoso tenha sido modificado, para inibir os agentes de deterioracéo, além
de manter a qualidade e aumentar a estabilidade comercial do produto (LEMPECK et al.,
2001).

Existem duas maneiras de utilizar a EAM: 1) embalagem a vacuo e 2) embalagem
com mistura gasosa (REDDY; ARMSTRONG, 1992). A primeira consiste em colocar o
produto em um filme de baixa permeabilidade ao oxigénio, remover o ar da embalagem e
selar. Para as embalagens gasosas com introducdo de g&s ou mudanga de gases, as misturas
gasosas consistem usualmente em diéxido de carbono (CO,), oxigénio (O,) e nitrogénio (N2),
em diferentes combinacdes e proporcdes, dependendo do teor de gordura e da microflora
capaz de crescer no produto (REDDY; ARMSTRONG, 1992; SIVERTSVIK et al., 2002).

E importante ressaltar que, essas tecnologias de conservagdo inovadoras, para
favorecere de fato o aumento da vida util de pescados, dependem de outros fatores, como:
utilizacdo de baixas temperaturas durante o armazenamento, matérias-primas de qualidade
elevada, correta manipulacdo, material de embalagem adequado, mistura e acompanhamento
da disponibilidade dos gases dentro das embalagens (SIVERTSVIK et al., 2002;
GONCALVES et al., 2009).

O didéxido de carbono é o gas mais importante utilizado na embalagem com
atmosfera modificada, devido o seu efeito bacteriostatico sobre 0s micro-organismos
presentes na fase aquosa dos alimentos (OZOGUL et al., 2004). Os mecanismos desse efeito
séo pouco compreendidos, mas, geralmente, alteram a funcdo da membrana celular (incluindo
a absorc¢do de nutrientes) e diminuem as taxas de reacdes enzimaticas atraves de alteracdes do
pH intracelular (SIVERTSVIK et al., 2002). No entanto, para a obtencdo de um efeito
bacteriostatico maximo a temperatura deve ser mantida proxima de 0°C, uma vez que a
solubilidade do CO, aumenta inversamente com a temperatura (DEVLIEGHERE;
DEBEVERE, 2000; GONCALVES et al., 2009).

A capacidade de absor¢do de CO, pelos alimentos é dependente da relacdo de
volume de gas contido na embalagem (razdo gas:produto), pressédo parcial e concentracéo de

CO; a que o alimento esté sujeito, tipo e fase de crescimento dos micro-organismos presentes
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inicialmente, caracteristicas bioquimicas do produto e relagcdo entre os teores de agua e de
gordura (SIVERTSVIK et al., 2002).

A interferéncia da gordura na dissolucdo do CO, acontece devido parte desse gas na
fase gasosa ser consumida na fase lipidica, deste modo, uma menor quantidade ira restar para
se dissolver na fase aquosa do alimento. Isso resultard em uma concentracdo de CO; mais
baixa em alimentos com maior teor de gordura (DEVLIEGHERE et al., 1998; SIVERTSVIK
etal., 2004).

A utilizacdo de elevadas concentracdes de CO, (valores de 100% ou proximos) em
pescados € geralmente evitada, pois tém sido relatadas algumas alteragdes sensoriais na
textura e cor (SIVERTSVIK et al., 2002). Aliado a isso, quanto maior a presenca de CO, na
embalagem, menor serd a producdo de aminas, que sdo responsaveis por odores e sabores
desagradaveis em produtos de peixe (MILNE; POWELL, 2014).

Frequentemente s&o utilizadas misturas de CO, com N, e O,, embora, a presenca de
O, possa provocar problemas de oxidacao dos lipidios. Neste caso, combinacgdes de mistura
gasosa com N, (gas inerte), pode ser usado como substituto, principalmente, para evitar o
colapso das embalagens que utilizem elevada quantidade de CO, (SIVERTSVIK et al., 2002,
GONGCALVES et al., 2009).

As combinagdes gasosas de didxido de carbono (CO,) e nitrogénio (Ny) tém sido as
mais estudadas por varios pesquisadores na area de embalagem de peixe, na Ultima década
(BABIC et al., 2015). Além disso, essas misturas gasosas utilizadas na EAM sao utilizadas
em muitas pesquisas que avaliam a qualidade e as varia¢des no frescor dos pescados durante o
estudo da vida util de produtos de peixe (SIMAT et al., 2012).

3. METODOS PARA AVALIACAO DO FRESCOR EM PEIXES

Desde a década de 1970, o modo tradicional de avaliar o frescor do peixe recorre a
inspecdo sensorial (ESTEVES; ANIBAL, 2007). Aliado a esse fato, a analise sensorial possui
um fator determinante na aceitacdo do produto pelo consumidor. Essas técnicas tem papel
fundamental em qualquer programa de controle de qualidade de alimentos, sendo,
normalmente, o primeiro teste feito em peixes e produtos alimenticios, realizado por érgdos
oficiais de controle de qualidade ligados a area de Saude Publica (BORGES, 2013).
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No Brasil, as caracteristicas do peixe fresco, considerado proprio para consumo, séo
determinadas por legislagdo como o Regulamento da Inspe¢do Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) — art. 442 (BRASIL, 1997b), a Portaria n°® 185 do
Ministério da Agricultura (BRASIL, 1997a) e normas, como as da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 1993). Todavia, tais critérios ndo consideram a diversidade entre as
espécies e ndo originam pontuacbes de qualidade sensorial que expressem o frescor do
pescado (TEIXEIRA et al, 2009).

O estudo da estabilidade comercial refere-se a conservacdo das caracteristicas de
qualidade durante o prazo de estocagem previsto para 0 produto, ou seja, garantir que 0s
parametros fisico, quimico, microbioldgico e sensorial se mantenham durante a vida util de
um produto. Nesses estudos as amostras sdo estocadas em condi¢des controladas e analisadas
periodicamente através de métodos que avaliam caracteristicas determinantes da qualidade
(MARINHO, 2011).

3.1. AVALIACAO SENSORIAL

Varios esquemas para analise sensorial de pescado fresco foram desenvolvidos,
dentre os quais se destacam trés: a escala Torry, o Esquema da Unido Europeia e 0 Método do
indice de Qualidade (MIQ) (MARINHO, 2011).

O método pioneiro para avaliacdo do pescado foi desenvolvido em 1950, pela Torry
Research Station. Esse meétodo utiliza quatro sentidos (visdo, olfato, paladar e tato) para
avaliar determinados atributos de qualidade do pescado (GONCALVES, 2011). A partir
dessas sensacOes observadas foram desenvolvidas trés tabelas: para peixes magros, peixes
com niveis intermediarios de lipideos e peixes gordurosos. Este método da um dnico valor a
um grande numero de caracteristicas, que varia de dez a zero, onde dez representa 0 estado
maximo de frescor e zero a putrefacdo do pescado (HUSS, 1999; RODRIGUES, 2008).

Na Europa, o método mais comumente utilizado para avaliacdo da qualidade no
servico de inspecdo e na industria do pescado é a classificacdo de frescor, publicado no
Regulamento (CE) n° 2406/96 do Conselho, de 26 de Dezembro, “relativo a fixagdo de
normas comuns de comercializagdo para certos produtos da pesca”. Este regulamento também
estabelece os “graus de frescor” dos produtos da pesca, com base na analise de atributos

sensoriais, através de um “exame organoléptico” (BARBOSA; VAZ-PIRES, 2004; SIMAT et
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al., 2009). As espécies sdo classificadas em categorias: Extra (E), A, B e Impréprio para
consumo humano (C), de acordo com a média das varias caracteristicas sensoriais. As
categorias fazem correspondéncia com a cotacGes de 3 (Extra) a 0 (C), cuja média determina a
avaliacdo final do lote de pescado (ESTEVES; ANIBAL, 2007).

No entanto, esse tipo de esquema é limitado ao classificar a qualidade de vérias
espécies, ndo levando em conta as diferencas entre eles, sendo avaliados apenas 0s parametros
gerais para um grande numero de espécies (SYKES et al., 2009). Com isso, métodos
sensoriais alternativos, como o Quality Index Method (QIM), tém sido sugeridos para a
descricdo do grau de deterioracdo de diferentes espécies (SIMAT et al., 2009). O QIM foi
originalmente desenvolvido durante a década de 1980, pela Unidade de Pesquisa em
Alimentos da Tasmania (Tasmanian Food Research Unit) e tem sido apontado como sendo
um metodo sensorial especifico, preciso, objetivo, ndo destrutivo, rapido e simples de aplicar
por requerer pouco treinamento (ESTEVES; ANIBAL, 2007).

O MIQ consiste na avaliacdo dos diversos atributos de qualidade, como aparéncia,
textura, olhos, guelras e abdémen, e na modificacdo desses, com o tempo de estocagem. A
cada atributo é atribuido um escore, que pode variar de 0 a 3. O pescado, no momento da
captura, tem pontuacao zero ou proxima disso. Conforme vai se deteriorando, os atributos vao
obtendo pontuacbes mais elevadas, acumulando pontos de demérito, cujo valor maximo varia
de acordo com o protocolo desenvolvido para cada espécie (SVEINSDOTTIR et al., 2002). A
soma desses escores origina o indice de Qualidade (IQ), o qual permitira, além da avaliacio
da qualidade do pescado em questdo, a previsdo do prazo de vida comercial da espécie
estudada (SVEINSDOTTIR et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2009).

O MIQ foi inicialmente desenvolvido para peixe inteiro armazenado em refrigeracéo,
mas, inlmeras pesquisas tém comprovada a sua eficacia em diferentes espécies de pescados
“in natura” ou processados, armazenados sob refrigeragdo e/ou congelados, totalizando mais
de 40 espécies, como mostra alguns exemplos apresentados na Tab. 1.1 (BARBOSA; VAZ-
PIRES, 2004; GONCALVES, 2010; SANT'ANA et al., 2011).

Segundo Sant’ana (2011), apesar do evidente numero de publicagfes e o evidente
esforgo em desenvolver esquemas MIQ para diferentes espécies de pescado, ainda se mostra
necessario e importante o desenvolvimento de protocolos para outras espécies ou produtos de
peixe e até mesmo a otimizagédo dos ja publicados. No Brasil, até 0 momento, existem apenas

trés protocolos desenvolvidos para as espécies mais capturadas na pesca extrativa marinha:
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Sardinella brasiliensis (ANDRADE et al., 2012), Micropogonias furnieri (TEIXEIRA et al.,
2009) e Cynoscion acoupa (BILLAR DOS SANTOS et al., 2014).

Tabela 1.1. Referéncias de desenvolvimento de protocolos MIQ para pescados.

Espécie Autores Referéncia/Ano

Panulirus argus Gongalves, A. A. Food Control (2015)

Cynoscion acoupa Billar dos Santos, A. P. LWT - Food Science and Technology
(2014)

Piaractus mesopotamicus Borges, A. Food Research International (2013)

Oreochromis niloticus Cyprian, O. Food Science & Nutrition (2013)

Pagellus bogaraveo Sant’Ana, L. S. LWT - Food Science and Technology
(2011)

Sepia officinalis Sykes, A. V. LWT - Food Science and Technology
(2009)

Micropogonias furnieri Teixeira, M. S. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria
(2009)

Solea senegalensis Gongalves, A. C. Journal of Agricultural and Food
Chemistry (2007)

Gadus morhua Bonilla, A. C. Food Control (2007)

Sardina pilchardus Ozogul, F., Ozogul, Y. Food Chemistry (2006)

Salmo salar Sveinsdottir, K. Food Quality anda Preference (2003)

Os resultados destes estudos tém demonstrado a importancia do MIQ como a
principal ferramenta para a avaliacdo sensorial de pescados, tanto para a utilizacdo por
pesquisadores (em laboratérios, para fins de investigacdo), em inddstrias (para inspecdo mais
precisa e decisdes claras sobre a qualidade dos peixes), assim como na comercializacdo de
pescados (GONCALVES et al., 2015). Tém sido propostos acompanhamentos com métodos
instrumentais nesses estudos, devido a subjetividade das analises sensoriais.

Entretanto, dependendo da espécie estudada, muitas vezes a escolha de determinados
métodos instrumentais ndo sdo suficientes para originar resultados que apresentem boa
correlacdo, principalmente, devido a baixa sensibilidade de alguns métodos para as mudancas
no frescor de peixes (GRIGORAKIS, 2010). Deste modo, € necessario que nas avaliacfes
com o metodo MIQ, as escolhas dos métodos experimentais se baseia na particularidade das

espécies, que consigam abranger grande parte das mudancas dos pardmetros de qualidade
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(microbioldgicos, fisicos e quimicos) e que possam predizer 0 mais aproximado possivel a
vida de prateleira dos pescados (SVEINSDOTTIR et al., 2002; SANT’ANA et al., 2011).

3.2. AVALIACAO FiSICO-QUIMICA

Os métodos fisicos e quimicos fornecem informagBes complementares para a
avaliacdo sensorial e evidenciam as correlacGes significativas. As principais alteracdes fisicas
correlacionaveis com a qualidade de peixes referem-se a textura, a cor € o odor. A textura do
pescado depende de vérios fatores bioldgicos relacionados com a densidade das fibras
musculares, gordura e colageno. Apo6s o abate, verifica-se que as reacdes proteoliticas
provocam uma maior solubilizacdo das proteinas estruturais, acarretando na perda de estrutura
do tecido muscular (GONCALVES, 2010). A anélise de textura, que é realizada por métodos
mecanicos, pode fornecer tanto resultados com utilidade limitada como um parametro de
qualidade ou apresentar boa correlacdo entre a analise de textura instrumental e sensorial, isso
dependera de cada espécie estudada (OLAFSDOTTIR et al., 1997).

As alteracdes autoliticas e microbioldgicas também influenciam nas mudancas da
cor. Existem vérios procedimentos instrumentais que permitem avaliar a cor dos alimentos, o
mais utilizado é o colorimétrico, que pode implicar em resultados correlacionaveis com a
andlise sensorial (GONCALVES et al., 2009).

O odor é um dos indicadores principais que os consumidores utilizam para avaliar o
frescor do peixe no momento da compra. Essa caracteristica muda rapidamente de acordo
com o grau de frescor do produto e as substancias organicas volateis que contribuem para o
odor caracteristico podem ser medidas e usadas como marcadores de qualidade
(OLAFSDOTTIR et al., 2002). Os compostos organicos volateis (odores) tém sido estudados
como potenciais avaliadores do frescor/deterioracdo devido apresentar variacdo significativa
no processo da perda total da qualidade (PARLAPANI et al., 2015).

Geralmente, as substancias volateis sdo identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), do extrato bruto obtido através de métodos de
extracdo (TRIQUI; BOUCHRITI, 2003). A escolha do método de isolamento dos compostos
é muito importante e deve ser baseada na particularidade da amostra e no objetivo do estudo.
Geralmente, os métodos de extracdo das substancias volateis sdo: extracdo liquido-liquido,

extracdo por destilacdo simultdnea (SDE), métodos dindmicos e estatico de headspace,
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microextracdo em fase sélida (SPME), extracdo em barra de agitacdo e sortiva, dentre outros
(CAPRINO et al., 2008).

A extracdo por SDE combina simultaneamente duas técnicas, a destilacdo por arraste
a vapor e a extracdo liquido-liquido (SCHULTZ et al., 1977). Este procedimento tem
demonstrado confiabilidade para a extragdo de compostos volateis de diferentes espécies de
peixes, como: cavala, atum, enguia (MORITA et al., 2003), salmdo defumado e filé de truta
(SELLY; CAYHAN, 2009). O método foi criado em 1964, quando Likens e
Nickerson projetaram um extrator original para a analise de 6éleo de lapulo. Alguns estudos
posteriores acarretaram em condicdes de exploracdo adequadas das substancias volateis com o
uso do SDE, através do melhoramento do aparato utilizado e também visando aumentar a
versatilidade da aplicacdo (CAPRINO et al., 2008).

Segundo Caprino et al. (2008), para fins de caracterizacdo o método de extracdo por
destilacdo simultanea é adequado para o isolamento de volateis por ser uma técnica que
apresenta representatividade na extragdo, mesmo com a presenca de componentes
provenientes da degradacdo térmica do extrato, que vai depender do tipo de matriz analisada.
No estudo de extracdo por SDE das substancias volateis do caviar, obtidas a partir da espécie
esturjdo branco, os autores demonstraram que 0 uso do método conseguiu extrair,
principalmente, aldeidos que sdo 0s principais compostos responsaveis pelo aroma do caviar.

Alcoois, aldeidos, cetonas, aminas e compostos de enxofre ja foram identificados em
diferentes peixes armazenados sob refrigeracdo (OLAFSDOTTIR et al., 2005). Selli e Cayhan
(2009) conseguiram extrair e identificar 46 compostos volateis, sendo a maioria aldeidos e
alcodis, encontrados no peixe pargo (Sparus aurata) pelas técnicas de SDE e GC-MS.

Além dos compostos formados durante o processo de deterioracdo, é importante
ressaltar que o uso de métodos de analises que avaliem o perfil quimico das substancias
organicas volateis encontradas em cada espécie esta diretamente ligado ao habitat e dieta dos
peixes. Diante disso, a escolha de técnicas de extracdo e quantificacdo altamente eficientes
deve ser adotada devido a necessidade de detectar e avaliar a qualidade dos peixes, em relagdo
a diferentes agentes na formacdo dos volateis; até mesmo para determinar contaminantes nos
organismos marinhos que habitam, principalmente, as regides com aguas costeiras. O uso
integrado de andlises quimicas pode estabelecer critérios para a detec¢do de contaminantes no
ecossistema aquatico, que podem estabelecer a qualidade toxicoldgica dos peixes (RIBEIRO,
2007; NETO, 2015).

25



A determinacdo do pH também representa um dado importante na avaliacdo da
qualidade de peixes, até o final do rigor mortis. De acordo com o RIISPOA (BRASIL, 1997),
0 pescado considerado fresco é aquele que tem pH do musculo entre 6,5 e 6,8. Durante a
atividade fisica (como, por exemplo, quando o peixe se debate como oposicdo a captura), 0
glicogénio é degradado para liberar a energia necessaria para esta atividade, sendo um dos
produtos dessa reacdo o &cido latico, o qual é responsavel pela diminuicdo do pH (BORGES,
2009). Essas alteracdes se baseiam no pressuposto que certas reacdes quimicas e a atividade
microbiana sdo cineticamente sincronizadas (OIAFSDOTTIR et al., 1997).

Segundo Ogawa (1999), os métodos quimicos mais utilizados para uma melhor
avaliacdo da qualidade e frescor do pescado sdo: nitrogénio das bases volateis totais (N-BVT),
oxido de trimetilamina (OTMA) e nitrogénio da trimetilamina (N-TMA). Usualmente, utiliza-
se a dosagem de N-BVT para avaliacdo da qualidade do pescado, indicando o nivel de
deterioracdo, pois determina a concentragdo conjunta de amonia e trimetilamina (TMA). No
entanto, essa medida varia dependendo das espécies, temperatura e tempo de armazenamento
(OLAFSDOTTIR et al., 1997). Em muitas espécies a producdo de TMA ocorre em paralelo
aos catabolitos da degradacdo do ATP, expressa através do indice K (GONCALVES, 2010).

O processo de oxidacdo que ocorre na fracdo lipidica do peixe, também é um
processo autolitico importante na deterioracdo quimica, que origina um extenso espectro de
odores e sabores (ranco), devido a formacgdo de aldeidos, cetonas, alcodis e &cidos
carboxilicos (GRAM; HUSS, 1996; RODRIGUES, 2008). Os compostos oxidados
secundarios, como o aldeido malénico (MDA), sdo mais estaveis que outros compostos
durante a oxidacdo lipidica, que ao reagir com o acido tiobarbitdrico (TBA) origina o indice
de TBARS, o qual tem sido o método mais utilizado em diversas matrizes alimentares
(OLAFSDOTTIR etal., 1997; GONCALVES, 2010).

A presenca de aminas biogénicas nos alimentos reveste-se de grande importancia por
dois aspectos fundamentais: deterioracdo e seguranca alimentar. Estes compostos resultam
normalmente da descarboxilacdo de aminodcidos livres. Esta descarboxilagdo ocorre por acdo
de enzimas enddgenas ou de bactérias (GONCALVES, 2010). Na Fig. 1.1 estdo
esquematizadas as vias de formacdo das aminas biogénicas a partir dos amino&cidos
precursores.

O consumo de alimentos contendo elevada concentragdo de aminas biogénicas, com

destaque para a histamina, pode ter efeitos adversos, do tipo vasoativo e psicoativo, ou ambos.
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A possibilidade de utilizar a concentragdo destes compostos como um critério para avaliar a
qualidade de peixes e produtos de peixes tem sido amplamente avaliada, devido a varios
fatores que condicionam a producdo de aminas, como a disponibilidade de aminoacidos, a
presenca de micro-organismos com atividade descarboxilante e a falta de controle das
temperaturas de conservagdo (TEN BRINK et al., 1990). A presenca de aminas biogénicas
geralmente é medida por cromatografia em camada delgada (CDC) ou cromatografia liquida
(HPLC) (GONCALVES, 2010).

OCTOPAMINA & ——-—
TIRAMINA —— = B-FENILETILAMINA

——
DOPAMINA
Tirosina Fenilalanina
_——= TRIPFTAMINA
HISTAMINA —=—— Histidina Triptofano
~— P —_—
PROTEINA SEROTONINA
]
Glutamina Lisina
/ Arginina
Ornitina

PUTRESCINA_ ———— AGMATINA —— CADAVERINA

ESPERMIDINA —=———= ESPERMINA

Figura 1.1. Vias de formacéo das aminas biogénicas.
Fonte: SANTQOS, 2008

A determinacdo da qualidade nutricional dos peixes também é importante ser
ressaltada como critério de escolha das espécies mais consumidas por consumidores cada vez
mais exigentes. O conhecimento acerca do perfil de acidos graxos em peixes é limitado e,
pode variar entre as espécies, principalmente, quanto a composi¢do de acidos graxos poli-
insaturados. Os efeitos benéficos dos acidos graxos ndo dependem apenas dos seus teores e da
proporcédo entre poli-insaturados/saturados, mas também da proporcéo n-6:n-3 existentes nos
fosfolipidios de membranas (ARAUJO, 2013).

As alteracGes dos lipidios no pescado devem-se a reac6es de hidrolise e de oxidacéo.
A importancia de cada uma destas reacGes na alteracdo da qualidade de pescado depende
sobretudo da espécie, da forma de comercializa¢do e da conservacdo. A hidrdlise dos lipidios
ocorre por acdo de enzimas endogenas, principalmente lipases digestivas (presentes no trato
digestivo do pescado). Deste modo, a taxa de lipolise € mais rapida em peixe inteiro do que
em peixe eviscerado ou filés (GONCALVES, 2010).
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3.3. AVALIACAO E CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

Na primeira fase da deterioracdo, o musculo do pescado esta estéril, ou seja, a flora
bacteriana presente no intestino, branquias e pele ainda nao se adaptaram as alteracfes
ocorridas logo ap6s a captura (GRAM; HUSS, 1996). Apds as mudangas originadas das
reacOes enzimaéticas, a acdo do metabolismo de bactérias proteoliticas e lipoliticas torna-se
possivel e fica mais evidente pela producdo de odores e outros sinais de deterioracdo (GRAM,;
DALGAARD, 2002).

A caracterizagdo microbioldgica para verificar quais e quantos micro-organismos
estdo presentes no alimento é fundamental para conhecer os riscos que o alimento pode
oferecer a satde do consumidor, as condi¢fes de higiene em que o alimento foi manipulado
e/ou processado e como deve ser feito o armazenamento para o alimento ter a validade
comercial pretendida (BORGES, 2013).

O prolongamento da qualidade do peixe esta ligado a quantidade de informacGes
existe sobre suas caracteristicas. Isso se deve, principalmente, devido a elevada perecibilidade
desse alimento e pelo grande nimero de micro-organismos patogénicos proveniente da
contaminacdo ambiental ou manipulagdo incorreta (SIMON; SANJEEV, 2007; MOL,;
TOSUN, 2011).

No processamento de peixes 0S micro-organismos presentes no intestino e sobre a
pele podem contaminar o musculo por manipulacdo inadequada e através de um
armazenamento incorreto esses organismos podem ser transmissores de doencas de origem
alimentar (CRUZ-ROMERO et al., 2008). As espécies microbianas que contribuem para a
deterioracdo e/ou patogenicidade e que estdo presentes no trato gastrointestinal de peixes
variam com a idade, alimentacdo e condi¢Ges ambientais (NAYAK, 2010).

A microflora de peixes de clima temperado é dominada por bactérias psicrotroficas
gram-negativas pertencentes aos géneros: Pseudomonos, Moraxellu, Acinetobacter,
Shewanellu, Fluvobucterium, Vibrionuceue e Aeroemonaduceue. Também sdo encontrados
organismos gram-positivos, como: Bacillus, Micrococcus, Clostridium, Luctobacillus e
Corynebacterium (GRAM; HUSS, 1996). No entanto, poucos estudos relatam o
conhecimento da flora especifica de cada tipo de peixes e também como determinada

condicgdes de armazenamento podem afetar o crescimento de cada organismo e 0 mecanismo
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de interacdo desses grupos no processo de deterioragdo e/ou conservacdo do peixe
(LALITHA; SURENDRAN, 2006; AL-BULUSHI et al., 2010).

Estudos atuais, como o desenvolvido por Oku e Amakoromo (2013), relataram o
isolamento de doze bactérias em amostras de peixes de agua doce da Nigéria e cinco espécies
se destacaram: B. subtilis, Corynebacterium, Lactobacillus, Pseudomonas e S. aureus.
Damasceno et al. (2015) estudaram a composicdo da flora bacteriana em tucunaré (Cichla
ocellaris) e piramutaba (Brachyplatystoma vailantii) e identificaram 16 cepas, sendo 0s
géneros mais importantes: Staphylococcus, Stenotrophomonas e Enterobacter. No entanto,
nenhuma das estirpes alcancou o crescimento quando submetidas a temperaturas de 10 e
15°C.

Nos processos de conservacdo e deterioracdo, 0 método de contagem de micro-
organismos em placas é um método geral, que pode ser utilizado para contagem de grandes
grupos microbianos presentes no mdasculo, oriundos da microbiota do peixe ou da
contaminacdo do préprio homem pela manipulagéo indevida. Esse método tem como base a
Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas (CBHAM) e Contagem de
Bactérias Heterotroficas Aerdbias Psicrotréficas (CBHAP), que sdo utilizados para se estimar
a qualidade higiénico-sanitéria dos alimentos (MARINHO, 2011).

Na legislacéo brasileira para alimentos ndo esta previsto limites para contagem em
placas de CBHAM e CBHAP, em musculo de peixe fresco. Mas, a legislacdo internacional,
para este fim, estabelece o limite maximo aceitdvel de Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC) em 7 log UFC/g (ICMSF, 2005). Na legislacdo brasileira ndo é contemplado o limite
para estes micro-organismos, devido ndo constituirem risco para a salde coletiva, no entanto,
0s micro-organismos psicrotréficos sdo os principais deterioradores do pescado refrigerado e
diminuem a vida 0til do produto (BORGES, 2013).

No Brasil, a Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
RDC n° 12, do Ministério da Salde, de 2 de Janeiro de 2001, estabelece os padrdes
microbioldgicos sanitarios para alimentos destinados ao consumo humano, e estabelece que a
contagem de Estafilococos coagulase positiva seja inferior a 10° UFC/g e auséncia de
Salmonella em peixe fresco torna-o impréprio para o consumo humano. Entretanto, a referida
Resolucdo ndo estabelece padréo para a contagem de bactérias do grupo coliformes para o
pescado fresco (BRASIL, 2001).
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CAPITULO 1l

AVALIACAO POR DIFERENTES METODOS DE QUALIDADE E
DESENVOLVIMENTO DO METODO DE INDICE DE QUALIDADE (QIM) PARA A

PESCADA-GO (Macrodon ancylodon) INTEIRA CONSERVADA EM GELO

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o frescor da pescada g6 (Macrodon ancylodon)
inteira armazenada em gelo e as alteracGes ocorridas durante o armazenamento. Foi realizada
avaliacdo sensorial através do Método de indice de Qualidade (QIM) e determinada a
composi¢do centesimal, pH, bases volateis nitrogenadas totais (N-BVT), indice do acido
tiobarbiturico (TBRAS), aminas biogénicas, acidos graxos, substancias organicas volateis, a
textura e acompanhamento microbiolégico. O indice de Qualidade (IQ) obtido em funcio do
tempo de armazenamento apresentou aumento linear, variando de 2 (maximo frescor) a 21
(perda total de frescor) pontos de deméritos, apresentando alta correlacdo (R2=0,9868) entre
0os dados. Os resultados microbiol6gicos mostraram um aumento na contagem de
psicrotroficos e meséfilos ao longo do tempo de armazenamento. O valor de N-BVT variou
de 11,06 a 28 mg/100g; o pH de 6,8 a 7,48 e 0 TBARS de 0,235 a 0,298 mgMDA/Kg no 1° e
18° dia de armazenamento em gelo, respectivamente. As substancias volateis e o perfil de
acidos graxos encontrados demonstraram perda de qualidade e valor nutricional da pescada g6
durante a estocagem. As aminas putrescina, cadaverina e espermidina apresentaram teor
elevado no 14° dia. Estes resultados indicam que a pescada gé inteira armazenada em gelo

estd adequada para o consumo até o 11° dia.

Palavras-chave: pescada go, qualidade, avaliacdo sensorial, vida Gtil, armazenamento.
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1. INTRODUCAO

O Quality Index Method (QIM) é reconhecido como referéncia na determinagédo
sensorial do frescor de pescados sendo considerado o sistema de classificacdo sensorial mais
util para estabelecer de forma confidvel a qualidade, esse método requer pouco treinamento,
além de ser preciso e ndo destrutivo (NIELSEN; GREEN, 2007). Diferentemente de outros
métodos sensoriais que tomam como base parametros gerais para grupos de espécies, como a
escala Torry, o Esquema da Unido Europeia e as normatizacdes de alguns paises, 0 QIM
considera as diferencas sensoriais entre as espécies de pescado (SYKES et al., 2009).

Esse método sensorial foi originalmente desenvolvido na década de 1980 pela
Unidade de Pesquisa em Alimentos da Tasmania (Tasmanian Food Research Unit) (Bremner,
1985), visando avaliar as modificacdes dos atributos de qualidade, como aparéncia, olhos,
guelras e abdémen (NIELSEN; GREEN, 2007). O protocolo MIQ ¢é uma lista de atributos
pontuados em escores ou deméritos, onde a soma desses deméritos origina o Indice de
Qualidade (IQ), que por variar linearmente com o tempo de estocagem, prevé o dia
equivalente de armazenamento, a vida Util restante para cada espécie e 0 momento da rejeicédo
(impropria) para o consumo (SVEINSDOTTIR et al., 2003; BILLAR DOS SANTOS et al.,
2014).

Devido a complexidade dos estudos relacionados com a qualidade e frescor dos
peixes, 0 estabelecimento da vida de prateleira envolve além da avaliacdo sensorial, a
correlacdo com as alteracdes dos diferentes parametros de qualidade associados aos processos
bioquimicos, fisicos, fisico-quimicos e microbiol6gicos que ocorrem no post-mortem e afetam
o frescor dos pescados durante o0 armazenamento (VAZ-PIRES et al., 2006).

A utilizacdo de meétodos alternativos para estudos de vida de prateleira que
correlacionem diferentes critérios de qualidade é uma necessidade emergente que esta ligada
ao conceito complexo de qualidade para pescados e marcadores quimicos e bioquimicos. As
substancias organicas volateis sdo consideradas marcadores quimicos usados na avaliacdo do
perfil quimico da qualidade dos peixes e estdo ligadas as caracteristicas da espécie (habitat,
dieta, etc) e condi¢Oes de manipulacdo e armazenamento (OLAFSDOTTIR et al., 1997).
Além disso, a escassez de dados referentes aos teores de aminas biogénicas, bem como dados

relacionados a aspectos nutricionais, como os perfis de acidos graxos, se faz necessario
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avaliar esses marcadores de qualidade durante o estudo da estabilidade comercial das
espécies.

Os resultados de estudos com o MIQ e a sua correlacdo com outros métodos que
estimem a qualidade tém demonstrado a importancia dessas ferramentas para a avaliacdo de
pescados, tanto para a utilizagdo por pesquisadores (em laboratdrios, para fins de
investigacdo), em industrias (para inspe¢do mais precisa e decisfes claras sobre a qualidade
dos peixes) assim como na comercializacdo de pescados (GONCALVES et al., 2015).

No entanto, das onze espécies mais capturadas e que somadas representam mais da
metade (50,7%) do total de peixes da producgéo da pesca marinha brasileira, somente em trés
espécies foi desenvolvido o protocolo QIM: Sardinella brasiliensis (ANDRADE et al., 2012),
Micropogonias furnieri (TEIXEIRA et al., 2009) e Cynoscion acoupa (BILLAR DOS
SANTOS et al., 2014). A pescadinha-real ou pescada-go, esta entre as espécies mais
capturadas no ano de 2010, com uma producdo de 10.507 toneladas (BRASIL, 2012), possui
uma ampla distribuicdo geogréfica na América do Sul, e o alto consumo esta relacionado ao
seu valor comercial e nutricional.

Baseados na importancia comercial e nas exigéncias acerca da qualidade e menor
perecibilidade, o objetivo da presente pesquisa foi estabelecer o frescor da pescada go
(Macrodon ancylodon) inteira armazenada em gelo, através da avaliacdo sensorial (protocolo
QIM) e correlagdo com as andlises microbioldgicas, fisico-quimicas e identificacdo de

marcadores quimicos volateis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO E ESTOCAGEM DAS AMOSTRAS

Foram utilizados 95 pescadas-go inteiras com peso médio de 460 g e comprimento
médio de 32 cm, coletadas em periodo mais chuvoso na regido situada a 150 Km da costa do
Marajo, proximo ao local de encontro entre o Rio Para e o Oceano Atlantico. Os peixes foram
separados em quatro lotes obtidos durantes os meses de verdo: julho (lote 1), agosto (lote 2) e
setembro (lote 3) e no inverno: fevereiro (lote 4). Apds a coleta, todos foram armazenados em

caixas plasticas, cobertos com gelo na proporcdo de 1:1 e separados com uma fina pelicula
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plastica para evitar o contato direto com o gelo. As caixas foram mantidas por 18 dias em
camara fria (1 0,5°C), com reposicéo de gelo realizada diariamente mantendo o peixe a 0°C.
Para o estudo dos parametros de qualidade foram analisados 5 peixes por dia de cada
lote, sendo 3 para as andlises sensorial e fisico-quimica e 2 para microbiologica. A analise
sensorial foi desenvolvida dentro das dependéncias da Inddstria de Pesca e as demais anélises
foram realizadas no Laboratério de Produtos de Origem Animal da Universidade Federal do

Para.

2.2 DESENVOLVIMENTO DO PROTOCOLO MIQ

Para desenvolver o protocolo de qualidade pelo Quality Index Method da pescada go
inteira armazenada em gelo foi adotada a metodologia de Sveinsdottir et al. (2003).

O lote 1 foi utilizado para a obtencdo do protocolo preliminar (Fase 1), o lote 2 para
o0 treinamento dos membros do painel (Fase 2) e os lotes 3 e 4 para a aplicacdo do protocolo
MIQ e obtencdo do 1Q (Fase 3). A selecdo dos julgadores e desenvolvimento do protocolo
MIQ, ocorreu na Industria de Pesca, onde 4 julgadores (1 homem e 3 mulheres) foram
selecionados entre os funcionérios do Controle de Qualidade. O treinamento para o0 MIQ teve
inicio com uma sessdo de esclarecimento sobre os fundamentos e principios do método.
Todas as sessOes das fases duraram cerca de 1 h cada, realizadas em sala com temperatura de
20 °C, iluminacdo adequada e com os julgadores usando mascaras, luvas e touca. As amostras
foram obtidas de forma aleatoria e retiradas do gelo 30 minutos antes do inicio das sessdes,
mantidas em bandejas de cor clara, codificadas com nimeros de 3 digitos e sem informacéo
do dia exato de estocagem dos peixes.

Na Fase 1 as alteracdes sensoriais das amostras da pescada g inteira armazenada em
gelo que ocorriam a cada 24 horas eram anotadas pelos julgadores em fichas de avaliacédo,
sendo utilizados os principais parametros sensoriais observados pelos julgadores para a
obtenc¢éo do protocolo MIQ preliminar.

Na Fase 2 foi realizado o treinamento dos julgadores durante a avaliagdo das
amostras ndo sendo informado o dia e por consenso, foi elaborada a verséo final do protocolo
MIQ para a pescada go inteira armazenada em gelo, baseada nos comentérios finais e

sugestdes dos julgadores.
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Na dltima fase foi obtido o indice de Qualidade (IQ) através da aplicagdo do
protocolo MIQ final desenvolvido, utilizando os lotes 3 e 4. A amostragem dos peixes foi
realizada nos dias 1, 4, 8, 11, 14 e 18, sem informacdo do dia de estocagem para oS

julgadores.

2.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Foram realizadas analises de umidade, proteinas, lipideos, cinzas e pH (AOAC,
2000). Bases Volateis Totais (N-BVT) através do método descrito em Brasil (1999) e indice
de Acido Tiobarbitdrico (TBARS) utilizando metodologia proposta por Vyncke (1970).
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A analise instrumental de textura foi realizada usando um Analisador de Textura
QTS, Brookfield, através da metodologia de Sigurgisladottir et al. (1999), utilizando as
seguintes condicOes de teste: temperatura ambiente, medida de for¢ca em compresséo,
velocidade de teste de 2,0 mm/s, trigger point de 0,1 N, distancia 214 mm, target value 10 N e
probe cilindrica (36 mm). As amostras foram cortadas em cubos de 2 x 2 x 1 cm para

determinar a firmeza (consisténcia).

2.4 PERFIL QUIMICO DE MARCADORES DE QUALIDADE

Aminas biogénicas

A quantificacdo das aminas biogénicas foi realizada seguindo os procedimentos
descritos por Silva et al. (2011). A extracdo ocorreu através da coleta de cinco gramas do
musculo dos peixes (parte dorsal do filé) durante o periodo de estocagem, seguida de adicéo
de 7 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 5% em trés extracdes sucessivas e filtragem

em membrana HAWP (0,45 mm), antes da analise por HPLC.

Analise cromatografica em HPLC

As aminas foram quantificados em HPLC utilizando coluna de fase reversa (Nova-
Pak C18, 300 x 3,9 mm, 4 um), uma pré-coluna (Nova-Pak C18, 20 x 3,9 mm, 4 um) e
deteccdo fluorimétrica. A fase mdvel consistiu de acetonitrila e agua. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
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Substancias orgéanicas volateis

Os compostos volateis foram extraidos por SDE com hexano em aparato Likens-
Nickerson. Cinco gramas de amostra foram retiradas e a extracdo por SDE ocorreu através de
arraste simultaneo de vapores e condensacdo por recirculacdo de agua a 3°C. Foram utilizados
dois baldes de fundo redondo acoplados ao aparato: um baldo continha a amostra adicionada
de 12,5 mL de agua ultra-pura e 0 segundo 5 mL de hexano. A camara de separacdo do
aparato foi preenchida de partes iguais de hexano e agua ultra-pura. Os baldes foram
aquecidos até o ponto de ebulicdo, permanecendo o baldo com hexano em banho-maria a 80
°C. A duragéo da extracdo por destilagdo simultanea foi de 2 horas e meia. Ao final, os
extratos foram armazenados em frascos de vidro e mantidos a - 26 ° C para posterior analise
em CG/EM.

Acidos graxos

Para determinar o perfil de &cidos graxos a fracéo lipidica foi extraida pelo método
descrito por Bligh; Dyer (1959). Em seguida, foram transesterificadas em tubos conicos, com
100 pL de hexano seco, 200 puL de solugdo de KOH 2N em metanol, aquecidas em banho-
maria a 55°C por 20 minutos sob sonicacdo. Os ésteres foram extraidos com 250 pL de
hexano (3x) e a fase organica foi transferida para outros tubos. O material resultante no tubo
inicial foi evaporado e adicionado de 250 uLL de HCL 2N, aquecidos a 40°C / 5 minutos em
banho-maria e a extracdo dos compostos acidificados foi realizada com 250 pL de hexano
(3x) e transferido para os tubos com a fase organica. A solucdo resultante foi evaporada até a
secura em turbovap (45°C/5 psi/lh), adicionada de 100 pL do derivatizante N,O-
bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA), agitadas a 600 rpm/1h/30 °C). Em seguida,
adicionou-se 700 pul de hexano e agitados a 45°C/5psi/1h. Apds, a mistura foi centrifugada a
10.000rpm/2min e 600 pL da fase superior foi transferiada um “vial” de 2,0 mL e fechado

para posterior analise em CG/EM.

Analise cromatogréafica em CG/EM

As analises em cromatografia gasosa das substancias volateis e dos acidos graxos
foram realizadas em cromatografo gasoso (CG) Thermo Scientific Trace 1300 acoplado a um
espectrometro de massa (EM) Thermo Scientific MS-1SQ Single Quadrupolo com auto-

amostrador Al 1310, equipado com coluna capilar RTX-65 TG (15m x 0,25mm x 0,1um),

41



utilizou-se gas Hélio como carreador a um fluxo de 1mL / min. A inje¢do dos extratos foi no
modo split 1:5. O injetor operou a 250 °C. O MS-ISQ operou com interface e fonte de
ionizacdo a 280 °C, faixa de massa (40-1000 Da) e ionizagdo eletrbnica a 70 eV. As
identificacbes das substancias foram realizadas através da comparacdo dos espectros de
massas com os dados do software WILEI 2009. A concentracdo de acidos graxos livres

(AGL) foi feita pelo calculo da normalizacéo da area do pico.

2.5 ANALISE MICROBIOLOGICA

Foram realizadas andlises de coliformes a 45° C, Salmonella sp. e estafilococos
coagulase positiva nos dias 1, 11 e 18. As contagens de mesofilos e psicotroficos foram
realizadas nos intervalos 1, 4, 8, 11, 14 e 18. Todas as analises seguiram a metodologia

descrita por Downes; Ito (2001).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

As médias das andlises foram comparadas por andlise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey (p < 0,05). A incerteza da previsdo de dias no gelo do QI utilizou anélise de
regressao parcial de minimos quadrados (PLS) e regressdo linear simples. Todas as regressdes

foram calculadas utilizando XLSTAT para Windows, verséo 2.012.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 METODO DO INDICE DE QUALIDADE (MIQ)

Os atributos especificos considerados relevantes na avaliacdo do frescor e que
caracterizam as alteracdes sensoriais da pescada-gé inteira armazenada em gelo durante o
periodo de estocagem foram listados por consenso dos julgadores na Tab. 2.1.

Os parametros avaliados receberam até 3 descritores com pontos de deméritos que
variaram de 0 a 2, com excecdo dos parametros: firmeza da carne (aspecto geral), odor e

condicdo (&rea anal), forma e sangue (olhos) que variaram de 0 a 1. Isto ocorreu devido a

42



fragil estrutura do musculo das espécies da familia Sciaenidae e, no caso dos olhos, pela
rapida modificacdo tornando-os planos logo apés a captura.

O resultado da perda de frescor durante os dias de armazenamento, através da soma
das pontuacOes atribuidas as mudancas graduais das caracteristicas sensoriais avaliadas

durante cada dia de armazenamento que deram origem ao 1Q (Fig. 2.1).

Tabela 2.1. Protocolo MIQ desenvolvido para a pescada-gé estocada em gelo.

Atributosde  Parametros Descricdo das caracteristicas Pontos de
qualidade demeéritos
ASPECTO Aspecto  Brilho intenso, pigmentacéo caracteristica 0

GERAL superficial  Brilhante, cores mais opacas

Pouco brilho, despigmentagéo

Firmeza da
carne

Nadadeiras

BRANQUIAS Cor

Muco

Odor

Forma

OLHOS Globo ocular

Firme, pouco elastica

Macia, presenca de sinal da presséo
Muito eléstica

Pouco elastica

Sem elasticidade

Vermelho vivo a vermelho escuro
Vermelho menos vivo

Vermelho menos vivo a rosa
Pouco muco, cor clara

Muco consistente, cor opaca

Muito muco, cor opaca

Algas (levemente de areia molhada)
Neutro, algas menos intenso
Ligeiramente ran¢oso

Integra

Ligeiramente disforme

Disforme

Limpida (transparente)
Ligeiramente opaca

Leitosa, opaca

Pupila Preta-azulada, bem delineada
Enevoada e delineada
Enevoada e sem delineamento
Forma Achatada (plana)
Afundada (concava)
Sangue Ausente
Levemente sanguinolento
AREA ANAL Odor Fresco (algas)
Ligeiramente rangoso
Condicdo  Fechado
Aberto

P OPRFRP ORFRPOFPOMNPFPONPEFPONPFPOMNMNPFPOMNPFPONPFPOMNPFPOPRPODNPRP

indice de Qualidade (1Q)

A evolucdo do IQ para a pescada go inteira foi altamente correlacionada com o

tempo de armazenamento em gelo pela aplicacdo do protocolo QIM nos lotes 3 e 4 e pode ser
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expressa por equacgdes lineares 1Q = 0,767 x dias + 8,3361 (R? = 0,9661) e I1Q = 0,9281 x dias
+ 1,3378 (R? = 0,9868), respectivamente. O comportamento linear do 1Q foi estatisticamente
significativo (p < 0,05). Os resultados obtidos para os lotes confirmaram a importancia da
validacao do protocolo QIM através de estudos em diferentes localizages, estacGes do ano e
formas de captura (BOGDANOVIC et al., 2012).

H lote3 Alote4d

= N N
=) [S) EN

oo

indice de Qualidade (1Q)
[
N

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Dias de estocagem

Figura 2.1. Correlagdo linear entre dias de armazenamento e indice de Qualidade para

pescada-go (Macrodon acylodon) inteira em gelo.

A época de obtencdo das amostras influenciou nos valores mais elevados de 1Q
obtidos para o lote 3 nos parametros de qualidade: aspecto superficial, nadadeiras, odor e
muco das guelras, area anal e globo ocular. Isto pode ter ocorrido devido a captura desse lote
(setembro) ter sido realizada apds o periodo da desova (julho e agosto) da pescada gé. No
arenque, armazenado em gelo, também pode ser observada uma deterioracdo mais rapida no
periodo pds-desova (NIELSEN; HYLDIG, 2004).

Na Fig. 2.1 também é possivel observar que no primeiro dia de armazenamento,
baseado nas pontuacdes dadas pelos julgadores treinados para os lotes 3 e 4, as amostras
variaram o 1Q em 8 e 2, respectivamente. Outras pesquisas como as de Sveinsdottir et al.
(2003) para salmé&o, Goncalves, Antas e Nunes (2007) para linguado e Billar dos Santos et al.
(2014) para pescada amarela, também indicaram que o 1Q n&o iniciou em 0 (frescor elevado)
devido as répidas alteracdes ocorridas ap0s a captura. Dentre os lotes, o de nimero 4 foi o que

apresentou o melhor estado inicial de frescor para a pescada go.
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Ap0s 14 dias de armazenamento o lote 3 atingiu a pontuacdo maxima dos deméritos
(IQ = 21), indicando que os julgadores rejeitaram as amostras, tornando a pescada go
impropria para o consumo do ponto de vista sensorial. No entanto, para o lote 4, mesmo apos
18 dias o IQ obtido foi de 18, somente aproximando-se da pontuacdo maxima do protocolo
QIM desenvolvido.

De acordo com os resultados sensoriais dos lotes a vida de prateleira da pescada gé
inteira foi estabelecida em 11 dias de armazenamento em gelo, préximo do encontrado por
Teixeira et al. (2009) para Micropogonias furnieri, Gongalves et al. (2007) para Solea
senegalensis e Bogdanovic et al. (2012) para Boops boops. Além de apresentar maior tempo
de vida do que o encontrado por Billar dos Santos et al. (2014) para a vida de prateleira da
pescada amarela (9 dias), espécie pertencente a mesma familia da pescada go.

Na Fig. 2.2 estd representado o progresso de todos os atributos de qualidade da
pescada-g6 durante o armazenamento em gelo somente para o lote 4, por ter sido o lote com

maior correlagéo entre o 1Q e o armazenamento.
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Figura 2.2. Pontuagfes média dos deméritos dos atributos de qualidade: (A) aparéncia geral;
(B) branquias; (C) olhos; (D) area anal da pescada g6 (Macrodon ancylodon) inteira

armazenada em gelo.
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Todos os parametros apresentaram uma tendéncia ascendente durante o periodo de
armazenamento. Sendo, "aspecto superficial” (Fig. 2.2A), “firmeza da carne” (Fig. 2.2A),
"cor, muco e odor das branquias” (Fig. 2.2B) e "odor anal” (Fig. 2.2C) os parametros que
progrediram mais rapidamente. Os parametros firmeza da carne, nadadeiras, odor e muco das
branquias e odor anal apresentaram uma crescente tendéncia linear e foram altamente
correlacionados (R > 0,90) com o tempo de armazenamento em gelo. E os parametros que
tiveram uma baixa linearidade foram condicdo anal, presenca de sangue nos olhos e globo
ocular, sugerindo que esses parametros apresentaram baixa influencia no 1Q.

A evolucgéo do 1Q ao longo do tempo obteve melhor correlacéo linear do que com 0s
parametros individuais analisados, demonstrando que o protocolo MIQ desenvolvido durante
0 estudo da vida de prateleira da pescada go inteira armazenada em gelo, pode ser utilizado
tanto por industrias quanto por vendedores e consumidores de peixe, devido fornecer o indice
total da qualidade dessa espécie (SYKES et al., 2009).

3.2 REGRESSAO PARCIAL DOS MINIMOS QUADRADOS — PLS
Para verificar a eficacia do 1Q para prever o tempo de armazenamento da pescada go

em gelo, os resultados obtidos da aplicacdo do protocolo MIQ foram analisados por regressao
PLS (Fig. 2.3).

Pred(DIAS) / DIAS (A) VIPs (1 Comp / Int. de conf. 95%) (B)

vip

DIAS
.
J
L}

« o PO - S-S 2 @ 20 £
S S & & & & F &£ ¥
[ @ & (&) &
RS < o o

g 5
< &

Pred(DIAS) Variavel

Figura 2.3. Regressdo parcial dos minimos quadrados dos pardmetros MIQ desenvolvido

para pescada go inteira armazenada em gelo.
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O erro-padréao do valor de desempenho (SEP) pode ser usado para avaliar a preciséo
da previsibilidade do 1Q. De acordo com a Fig. 2.3A, o SEP para o 1Q do lote 4 resultou em
0,780, ou seja, aproximadamente 1 dia de erro no desempenho entre as observacGes dos
julgadores para o 1Q da pescada go.

Analisando a Fig. 2.3A ¢ possivel observar que os julgadores discordaram nas suas
avaliacbes nos primeiros dias de armazenamento (1, 4 e 8 dias), com pontuacgdes de 1Q
variadas. Entretanto, nos ultimos dias os valores de 1Q foram mais proximos entre 0s
julgadores, contribuindo para uma definicdo mais precisa quanto ao final da vida de prateleira
da pescada go.

As varidveis com maior projecdo de importancia (VIP) sdo as que apresentam
valores de VIP acima de 1,0, ou seja, sdo consideradas as variaveis mais relevantes para o
modelo estatistico utilizado (DONADONI et al., 2012). Assim, na Fig. 2.3B, os atributos de
qualidade que se destacaram para o protocolo QIM foram: guelras (odor, muco, cor e forma),
aspecto geral (firmeza da carne, nadadeiras e aspecto superficial) e a forma dos olhos.

3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os resultados para a analise de coliformes a 45°C apresentaram baixa contaminacéao
durante os 18 dias de armazenamento como uma variacdo de 36 — 200 NMP/g. Além disso,
ndo foi detectada a presenca de Salmonella spp e a contagem de Estafilococos coagulase
positiva teve resultado inferior ao limite (10° UFC/g) previsto na legislagdo vigente (BRASIL,
2001) apos os 18 dias de armazenamento, demonstrando a qualidade da matéria prima. Esses
micro-organismos nao fazem parte da microbiota normal do peixe e quando presentes podem
estar associados a contaminacao do local de captura, a manipulacdo inadequada na cadeia
produtiva o que inclui o gelo, equipamentos, utensilios, etc., que tenham entrado em contato
com o peixe fresco (SANTOS et al., 2008).

A legislacdo brasileira ndo determina um limite para contagem total de bactérias
heterotroficas aerdbicas mesofilas e psicotroficas em pescado, porém esses micro-organismos
indicam se a limpeza, a desinfec¢do e o controle da temperatura apds a captura e durante a
manipulacdo foram realizados de forma adequada. Entretanto, a International Commission on

Microbiological Specification for Foods (ICMFS, 2005) recomenda o limite maximo de 7 log

47



UFC/g para contagem padrdo de placas de aerobios mesoéfilos e psicrotroficos em pescado
refrigerado.

A Fig. 2.4 mostra que as contagens de bactérias psicrotréficas atingiram 7,02 log
UFC/g no musculo de pescada g6 inteira armazenada em gelo apds 14 dias podendo ser
considerada impropria para o consumo humano. No entanto, o crescimento das bactérias
heterotréficas aerobias mesofilas, apds 18 dias alcangou apenas 5,7 log UFC/g, demonstrando
eficiéncia no controle da temperatura de armazenamento. As equacOes lineares para as
contagens de bactérias mesofilas e psicrotroficas foram expressas em Log UFC/g = 0,1229 x
dias — 3,4642 (R? = 0,9399) e Log UFC/g = 0,1593 x dias — 4,5679 (R? = 0,9747),

respectivamente.

m Mesofilas A Psicrotroficas

Log UFC/g

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Dias de estocagem

Figura 2.4. Correlacbes entre dias de armazenamento e as contagens de bactérias

psicrotréficas e mesofilas em pescada gé (Macrodon ancylodon) inteira em gelo.

Esses resultados encontrados estdo de acordo com o obtido por Huss (1995), que
assegurou que a deterioracdo de peixes, especialmente em baixas temperaturas, pode ser
causada principalmente por bactérias psicrotroficas devido uma combinacdo de processos
enzimaticos, oxidativos e microbioldgicos, ocasionando diminuicdo da qualidade sensorial
através de mudancas significativas no odor, aparéncia, textura e cor dos peixes. A contagem
de bactérias psicrotréficas foi o parametro de qualidade que mais se correlacionou com a
analise sensorial para estabelecer a vida de prateleira da pescada go inteira armazenada em

gelo.
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3.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A umidade, proteinas e lipidios dos peixes apresentaram diferenca significativa (p <
0,05) quando foram comparados os resultados do inicio (1° dia) e final (18° dia) do
armazenamento, mas o teor de cinzas ndo mostrou diferenca significativa (Tab. 2.2). O
contetdo de umidade no masculo da pescada g6 aumentou ao longo do armazenamento e 0s
teores de proteina e lipidios diminuiram, indicando alteracbes na qualidade destes
componentes, como consequéncia da atividade proteolitica que ocorre durante a pds-captura
de peixes e da acdo de enzimas enddgenas bacterianas (OGAWA; MAIA, 1999). Além disto,
outros processos ocorreram simultaneamente, como hidratacdo do masculo pela incorporagao
de &gua do derretimento de gelo e lixiviagdo de materiais (proteinas, gorduras, etc).

Os resultados da composicdo centesimal mostraram-se semelhantes a outras
pesquisas realizadas com a pescada g6 (LEMPEK; PRENTICE; LOPES, 2001) e também
para a pescada amarela (SOUZA et al., 2008) que pertence a mesma familia.

Tabela 2.2. Resultados das anélises fisico-quimicas da pescada-go armazenada em gelo.

Dias
Andlises 1 4 8 11 14 18
Umidade (g/100g) 80,7 £ 0,41 - - - - 81,38+0,23
Proteinas (g/100g) 17,68 0,18 - - - - 16,65 + 0,03
Cinzas (g/100g) 1,00 £ 0,20 - - - - 0,97 £0,15
Lipidios (g/100g) 1,97 £0,37 - - - - 1,00£0,10
pH 6,80+0,20 6,94+030 7,06+020 7,11+40,15 7,35+0,34 7,48+0,23
Textura (N) 11,73+0,33 11,88+0,34 11,35+0,40 11,38+0,40 11,14+0,45 11,01+0,48

Os valores de pH apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) durante o periodo
de armazenamento, com excecdo do 8° e 11° dias, alcangado o valor de 7,48 no ultimo dia de
armazenamento. Os valores de pH tendem a aumentar com a estocagem, devido ao acumulo
de N-BVT, formado a partir de atividades autoliticas e bacterianas (GONCALVES et al.,
2015). A pescada gé somente se manteve dentro do limite estabelecido pela legislacéo
brasileira (BRASIL, 2001) para o pH (6,5-6,8), no inicio do armazenamento.

A andlise de firmeza da carne (consisténcia do musculo) também ndo apresentou
diferenca significativa (p > 0,05) entre durante os 18 dias de armazenamento em gelo (Tab.
2.2).
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Observou-se na Tab. 2.3 que o perfil quimico dos acidos graxos da pescada g6 foram
quantificados os acidos miristico (C14:0), palmitoléico (C16:1 ®-7) e palmitico (C14:0).

O é&cido palmitico é normalmente detectado em elevadas quantidades em diversas
espécies marinhas, com variacdo de 10,6 a 23,7% (GUIL-GUERRERO et al., 2011). também
tem a possibilidade de elongacdo da cadeia até o acido esteérico (C18), tornando possivel a
sintese de outros &cidos graxos insaturados importantes para a alimentacdo (CALDER, 1998).

Tabela 2.3. Perfil quimico de marcadores de qualidade da pescada-gé em gelo.

Dias
Acidos graxos 1 4 8 11 14 18
(9/1009)
Ac. Miristico
(C14:0) 1,33 0,78 0,58 1,45 0,88 1,49
Ac. palmitico
(C16:0) 13,37 9,02 8,51 10,82 11,02 12,06
Ac. Estearico
(C18:0) nd 3,26 3,37 3,28 nd 3,64
Ac. Palmitoléico
(C16:1 n-7) 6,3 10,89 8,8 7,22 6,42 6,38
Ac. Oléico
(C18:1 ©-9) 26,97 23,79 22,1 16,48 9,48 14,9
Ac. Araquidbnico
(C20:4 0-6) 9,19 3,12 8,96 1,35 1.09 2.40
Substancias organicas volateis(%o)
Tolueno 9,92 - 14,77 - - 30,68
Etilbenzeno 3,03 - 4,84 - - 8,87
xileno 19,90 - 34 - - 60,43
Alcano totais 67,14 - 46,4 - - -
Aminas biogénicas (mg/kg)
Putrescina 3,28 13,74 24,41 65,84 409,97 -
Cadaverina - 15,22 - - 55,54 -
Espermidina - 0,69 - - 1,71 -

Notou-se também que a presenca de grande proporcdo de acidos graxos C18 e C20
distribuidos em &cidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados. Os acidos oléico e
araquidénico foram os que mais diminuiram seus teores durante o tempo de armazenamento,
demonstrando que a deterioracdo esta ligada a alteracdo das caracteristicas sensoriais,
proveniente do processo oxidativo que os &cidos graxos poli-insaturados sofrem durante a
degradacdo da fragdo lipidica, originando compostos de detecgdo marcante e corroborando

com os sinais da perda de qualidade da pescada g6 durante sua vida de prateleira.
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As substancias organicas volateis, como benzeno, tolueno, xileno e alcanos, sdo
hidrocarbonetos do petréleo encontrados em sistemas marinhos e costeiros, que podem ter
procedéncia de descargas ilegais de tanques de navios e efluentes industriais, dentre outras
fontes (TIBURTIUS et al., 2004; STEVENS et al., 2012). Esses volateis encontrados na
pescada g0 evidenciam que a espécie acumulou compostos toxicos derivados do petroleo
provenientes dos sedimentos encontrados em zona de aguas costeira onde é o habitat dessa
espécie. A proximidade dessa area ao Rio Para, onde ocorre intenso fluxo de navios e balsas,
pode resultar em eventuais acidentes de derramamento de 6leo e outros produtos quimicos
(MANGAS et al., 2014).

A exposicdo de peixes a esses hidrocarbonetos podem gerar danos estruturais e
funcionais no organismo, devido a bioacumulacdo nos tecidos desses animais pela natureza
lipofilica dos compostos (TIBURTIUS et al., 2004). A presenca crescente dessas substancias
volateis na pescada go, provavelmente, ocorre devido a liberacdo desses compostos durante a
deterioracdo, enfatizando a necessidade crescente de se conhecer diferentes biomarcadores
que sejam efetivos na avaliacao da qualidade de peixes e de possiveis impactos ambientais.

A determinacdo de aminas em alguns peixes pode ser utilizada como um bom
marcador de toxicidade, pois algumas aminas podem potencializar a histamina (KRIZEK et
al., 2002). Na Tab. 2.3, observa-se que a putrescina foi a amina que apresentou teores mais
elevados durante os 14 dias de armazenamento em gelo da pescada g6. A espermidina e
cadaverina foram encontradas apenas no 4° e 14° dia. Observa-se que as aminas biogénicas
quantificadas (putrescina, cadaverina e espermidina) apresentaram tendéncia em aumentar as
concentragfes em fungdo do tempo de armazenamento devido serem provenientes da
degradacdo dos aminoacidos arginina, lisina e metionina, respectivamente.

Segundo Krizek et al. (2002) valores inferiores a 10 mg/kg para putrescina indicam
carne de boa qualidade para carpas e, acima 20 mg/kg, sdo considerados peixes com baixa
qualidade. Comparando estes dados com os valores encontrados na presente pesquisa, 0O
musculo de pescada g6 apresentou perda de qualidade acentuada a partir do 8° dia de
armazenamento. No entanto, o ponto de rejeicdo estabelecido pelos julgadores durante
aplicacdo do MIQ foi notado ap6s o 11° dia, demonstrando que apesar do alto valor obtido
para a putrescina, essa amina ndo foi facilmente perceptivel pela caracteristica sensorial do

odor putrido.
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A cadaverina foi detectada no quarto dia de armazenamento apresentando um valor
superior ao limite observado por Ozyurt et al. (2009) de 10,8 mg/kg para Red mullet e 13,3
mg/kg para Goldband goatfish apés 11 dias de armazenamento em gelo. A presenca da
espermidina ndo representou um fato negativo para a qualidade devido ser uma amina que
existe naturalmente nos tecidos animais.

Os resultados encontrados para N-BVT e TBARS da pescada g6 inteira durante 18
dias de armazenamento em gelo, apresentaram boa correlacdo linear durante o estudo de vida
de prateleira. As equacOes lineares foram expressas em TBARS (mgMDA/Kg) = 0,0034 x
dias + 0,2253 (Rz = 0,8849) e N-BVT (mgN/100g) = 0,9577 x dias — 8,0379 (R2 = 0,8488),
respectivamente (Fig. 2.5).

EN-BVT A TBARS
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Figura 2.5. Correlacdo entre as alteracdes quimicas de N-BVT e TBARS para a pescada go

inteira durante armazenamento em gelo.

Os valores de TBARS encontrados no presente estudo sdo considerados baixos,
devido a pescada-gé apresentar reduzido teor de lipideos no musculo, no entanto, a
progressiva oxidacdo dos lipideos com o tempo de estocagem favoreceu o acréscimo de
malonaldeido de 0,235 para 0,291 mgMDA/Kg ap6s 18 dias de armazenamento, apresentando
diferenga significativa (p < 0,05) somente apds o 11° dia de armazenamento. Bogdanovic et
al. (2012) ao realizar estudos da vida de prateleira de sardinha (Sardine pilchardus) e bogue
(Boops boops) sugere os valores limites de 5 a 8 mgMDA/kg para aceitagdo sensorial de
peixes. As amostras da pescada go mantiveram-se muito abaixo deste limite durante o
armazenamento.
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Os valores de N-BVT apresentaram tendéncia crescente, variando de 11,06 mg
N/100 g (1° dia) a 28,4 mg N/100 g no final do armazenamento manteve-se dentro do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira de 30 mg N/100 g (BRASIL, 1997) e 35 mg N/100 g
pela Comunidade Europeia (CE, 1995). Nos primeiros dias de armazenamento ndo foi
observada diferenca significativa (p > 0,05), somente ap0s o0 14° dia. Esses resultados estdo de
acordo com o observado no estudo de vida atil da Cynoscion acoupa (BILLAR DOS
SANTOS et al., 2014) e Boops boops (BOGDANOVIC et al., 2012). O valor N-BVT néo ¢
considerado um bom indicador de frescor e € pouco confidvel para diversas espécies, devido
ndo ser correlacionado linearmente com a deterioragdo durante o armazenamento em gelo,
principalmente nos 10 primeiros dias (HUSS, 1995; OLAFSDOTTIR et al., 1997). Além
disso, existem relatos de estudos que indicam a lixiviacdo desses compostos como um fator
importante que reduz a eficiéncia dos resultados de N-BVT na avaliacdo do frescor (LAPA-
GUIMARAES et al., 2005; BILLAR DOS SANTOS et al., 2014).

4., CONCLUSAO

O Método de indice de Qualidade (MIQ) desenvolvido para a pescada gé (Macrodon
ancylodon) inteira armazenada em gelo representa uma ferramenta confiavel para avaliar o
frescor deste peixe. O método mostrou alta correlacdo linear entre 0 IQ e o tempo de
estocagem em gelo para os lotes 3 (IQ = 0,767 x dias + 8,3361; Rz = 0,9661) e lote 4 (IQ =
0,9281 x dias + 1,3378; R? = 0,9868) sendo possivel prever quanto tempo a pescada-gé
mantém-se fresca e aceitavel para o consumo. Os perfis quimicos dos marcadores de
qualidade obtidos durante a estocagem indicaram perda de qualidade e valor nutricional
devido o aumento das aminas putrescina, cadaverina e espemidina; aumento de substancias
volateis toxicas; e diminuicdo dos acidos oleico e araquidénico. Dessa forma, conclui-se que,
baseado na correlagdo dos métodos considerados bons indicadores de frescor e qualidade, a
pescada g6 conservada em gelo mantém estabilidade comercial durante 11 dias.
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CAPITULO Il

ESTUDO DA MICROBIOTA INTESTINAL DA PESCADINHA-REAL (Macrodon

ancylodon)

RESUMO

A pescadinha-real (Macrodon ancylodon) possui ampla distribuicdo geogréafica na América
do Sul e boa perspectiva econdémica na pesca extrativa no Brasil. O objetivo deste trabalho foi
identificar a flora intestinal e as bactérias que se desenvolvem durante o armazenamento.
Desta espécie foi realizada a caracterizacdo microbiologica das amostras e a identificacdo da
microbiota, através do isolamento em meios de cultura e uso de kit’s da BD BBL para
Enterobactérias (gram-negativas) e bactérias Gram-positivas. O crescimento das cepas
isoladas foi testado a 3 °C como limitante do crescimento de bactérias patogénicas e a 7 °C
como temperatura de armazenamento domeéstico. Todas as amostras de pescadinha-real
estavam dentro do estabelecido pela legislacdo brasileira quanto ao padrdo microbioldgico.
Vinte cepas isoladas da microbiota intestinal da pescadinha-real (M. ancylodon) foram
identificadas, cinco se destacaram e podem desempenhar um papel na seguranca e/ou vida de
prateleira: Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum, Burkholderia cepacia, Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas fluorescens e Corynebacterium sp.. Dessas espécies, apenas as duas
primeiras, consideradas deterioradoras, tiveram crescimento significativo apds trés dias de
armazenamento a 3 ° C. A espécie B. cepacia além de ser uma bactéria deterioradora, também

¢ avaliada como um patégeno oportunista.

Palavras-chaves: Pescadinha-real, intestinal, oportunista, qualidade, vida de prateleira.
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1. INTRODUCAO

A pescada-go ou pescadinha-real (Macrodon ancylodon) é uma das espécies de
importancia no cenario nacional e na costa Norte do Brasil, tanto pelo volume capturado
quanto pelo consumo da populacdo local. A espécie M. ancylodon pertence a familia
Sciaenidae e pode ser encontrada em ampla distribuicdo geogréfica da América do Sul, desde
as aguas tropicais da Venezuela até as subtropicais da Argentina, atingindo em média 40 cm
de comprimento, peso menor que 1 kg, alimentando-se de camardes, peixes e lulas (SANTOS
et al., 2003).

O peixe pode ser depositario de um grande nimero de micro-organismos patogénicos
para 0 homem, proveniente da contaminacdo ambiental, mas também da manipulacdo
indevida desde a sua captura até o consumo final. Devido a sua elevada perecibilidade, deve
ser conservado a temperaturas baixas e ser manipulado em condic¢des sanitarias adequadas
durante toda a cadeia de producdo de modo que possa ser ofertado um produto seguro para o
consumidor (MOL; TOSUN, 2011). Além disso, é importante ressaltar que, em temperaturas
abaixo de 4,4 °C a maioria das bactérias patogénicas ndo apresentam crescimento (JAY,
2005).

A manipulacdo inadequada causa uma perda significativa pds-captura dos peixes
capturados e cultivados, sendo 0os micro-organismos 0s que mais contribuem. Devido ser
extremamente perecivel, os peixes perdem o frescor inicial devido a reacdes enzimaticas e
quimicas, seguida da perda total da qualidade pela atividade microbiana que ocorre
principalmente na pele, nas branquias e no intestino (GRAM; DALGAARD, 2002).

Durante o processamento de peixes 0S micro-organismos presentes no intestino e
sobre a pele podem contaminar o musculo, os utensilios e equipamentos, favorecendo a
contaminacdo cruzada, além da transmissdo de doencas de origem alimentar por manipulacao
e armazenamento inadequado (JAY, 2005). A identificacdo das espécies microbianas que
contribuem para a deterioracdo e que estdo envolvidas na perda da qualidade de peixes é
necessaria a fim de utilizar métodos adequados para o controle da qualidade.

A gquantidade total de micro-organismos no trato gastrointestinal de peixes é pequena
em comparacdo com 0s animais de sangue quente e podem variar com a idade, alimentacéo e
condi¢cdes ambientais (NAYAK, 2010). Os principais grupos microbianos que colonizam o

trato de peixes de aguas temperadas e que variam com a espécie sdo predominantemente as
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bactérias Gram-negativas psicotroficas aerobias, anaerdbias ou facultativas, em particular:
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Shewanella, Flavobacterium, Cytophaga, Vibrio,
Corynebacterium, Photobacterium e Alteromonas (GRAM; HUSS, 1996; ICMSF, 2005).
Algumas Gram-positivas como as bactérias produtoras de acido lactico, Bacillus sp. e
Staphylococcus sp (LALITHA; SURENDRAN, 2006). No entanto, somente uma pequena
fracdo de peixes dessa microbiota € responsavel pela deterioragdo, conhecida como
"organismos de deterioracdo especifica" ou SSO’s (GRAM; DALGAARD, 2002).
Atualmente, ndo existem dados disponiveis na literatura sobre a microbiota intestinal
da pescadinha-real (Macrodon ancylodon) e poucas pesquisas existem sobre a sua qualidade
microbioldgica. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar a populacdo da
microflora intestinal, caracterizar a qualidade microbioldgica dessa espécie, além de estudar a

temperatura de crescimento da microbiota durante a estocagem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

As amostras de pescadinha-real inteiras foram capturadas em alto-mar a 70 km do
municipio de Salindpolis situado no estado do Para, e coletadas ap6s o desembarque na
Industria de Pesca. Foram obtidas amostras compostas por 4 peixes em quatro periodos
distintos dos meses de maio e junho de 2014, que sdo 0s meses de maior producdo anual da
espécie. As amostras foram acondicionadas em embalagem de polietileno transportadas em
caixa térmica com gelo até o laboratério de Microbiologia de Alimentos (Universidade

Federal do Para - UFPA), para a realizacdo das analises.

2.2 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DAS AMOSTRAS

Foram retirados assepticamente vinte e cinco gramas das amostras (parte ventral do
filé), em cada periodo de coleta. As amostras foram transferidas para embalagem estéril,
adicionadas de 225 ml de agua peptonada salina estéril e homogeneizada (Stomacher 400
circulador SEWARD) a 2.300 rpm durante 30s. A contagem total de bactérias heterotroficas

aerobias mesofilas e aerdbias psicrotroficas foram determinadas usando a contagem padrdo
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em placas contendo Plate Count Agar seguido de incubacdo a 36 °C durante 48 he 7 °C
durante 10 dias. Andlises de coliformes a 45° C, Salmonella sp. e estafilococos coagulase
positivo também foram realizadas. Todas as analises seguiram metodologia descrita no
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO,
2001).

2.3 MICROBIOTA INTESTINAL

Isolamento bacteriano

Foi extraido o material fecal e das paredes internas do intestino da pescadinha-real
utilizando alca estéril. Em seguida, todo o material foi homogeneizado com 10 mL de agua
salina peptonada estéril. Esse procedimento foi realizado de forma asséptica.

Para identificacdo da microbiota intestinal da pescadinha-real, foram inoculados
aliquotas 0,1 mL do material homogeneizado sobre a superficie usando dois tipos de meios o
agar Violet Red Bile Glucose (VRBG) para estirpes de enterobacérias e agar Baird-Parker
para bactérias gram-positivas, sendo ambas incubadas a 36 °C/ 48 h. Uma placa de cada meio
foi selecionada e 5 a 8 colonias foram escolhidas aleatoriamente. As colonias selecionadas
foram estriadas para obter culturas puras em meios semelhantes ao de origem (VRBG ou
Agar Baird-Parker). Apos incubacéo a 36 °C/ 48 h, as col6nias foram transferidas para tubos
com caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) contendo 10% de glicerol e armazenada

congeladas para utilizar na identificacéo.

Identificagéo das estirpes bacteriana

As colbnias isoladas foram analisadas através da reacdo de Gram, morfologia
(microscopia), reacdo de oxidase e indol. Em seguida, as cepas foram identificadas com kit’s
reconhecidos mundialmente da BD BBL Crystal utilizando o Enteric/Nonfermenter ID
System para as Gram-negativas e 0 Gram-positive ID System para as Gram-positivas. Todo o
procedimento foi realizado em conformidade com a metodologia recomendada pelo

fabricante.
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2.4 TEMPERATURA LIMITE PARA CRESCIMENTO DA MICROBIOTA INTESTINAL

A metodologia utilizada foi adaptada de Damasceno et al. (2015) onde através da
densidade Optica verificaram-se quais cepas se desenvolviam em diferentes temperaturas de
armazenamento. As estirpes bacterianas previamente identificadas e congeladas em caldo
BHI, foram reativadas na propor¢éo de 1:10 mL do meio durante 24 h a 36 °C. Logo apos, 0,6
mL dos isolados identificados foram transferidos para tubos contendo 9 mL de BHI e
incubados a temperatura de 7 °C (refrigerador convencional) e 3 °C (temperatura abaixo do
limite para crescimento de patdgenos) durante 56 e 80 horas, respectivamente. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas nos intervalos de 4 em 4 horas no Espectrofotémetro de
UV (Modelo Nova 2000) em comprimentos de onda diferenciados, determinados com base na
maior absorbancia obtida para cada espécie identificada apos varredura do espectro em UV
visivel (200 — 800 nm).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a caracterizacdo da qualidade microbioldgica entre as amostras dos periodos e a
temperatura limite do crescimento dos micro-organismos identificados foi realizada a analise

de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey ao nivel de 5%, utilizando o software Statistic 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA

Todas as amostras estavam dentro dos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela
legislagdo brasileira para peixe fresco, demonstrando a boa qualidade das amostras coletadas
nos quatro periodos dos meses de Maio e Junho. Esse padrdo foi baseado na auséncia de
Salmonella spp. em 25 gramas de amostra e resultado inferior ao limite 10° para Estafilococos
coagulase positiva nas amostras de pescadinha-real (BRASIL, 2001). Os resultados das
analises complementares para caracterizar a qualidade microbioldgica das amostras estdo

apresentados na Tab. 3.1.
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Os coliformes totais e termotolerantes sdo usados como indicadores de qualidade, ja
que 0s peixes ndo possuem esses micro-organismos na microflora, particularmente E. coli e
coliformes fecais, e a presenca desses refletem o grau de contaminacdo microbiana que o
alimento foi exposto (ICMSF, 1986). Os resultados obtidos para a analise de coliformes a
45°C mostram que as amostras de pescadinha-real apresentaram baixa contaminacgao durante
o0 periodo de coleta.

Na analise de contagem padrdo em placas de aerébios mesoéfilos e psicrotréficos
todas as amostras apresentaram valor total abaixo do estabelecido pela International
Commission on Microbiological Specification for Foods (ICMSF, 2005), que recomenda o

limite méximo de 7 log UFC/g para pescado refrigerado.

Tabela 3.1. Resultados de mesofilas, psicrotroficas e coliformes a 45 °C da pescadinha-real.

Coletas
Analises 12 28 32 42
Meséfilas (Log UFC/g) 3,58% 3,53™ 3,42 3,83
Psicrotréficas (Log UFC/g) 4,55° 4,79 5,22° 5,42
Coliformes a 45°C (NMP/g) 75° 3,6° 3,6° 150°

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as amostras (p < 0,05).

As contagens de bactérias psicrotréficas apresentaram valores acima do obtido por
Thong Thi et al. (2013) para a espécie Pangasius hypophthalmus que teve resultado de 4,3 log
UFC /g. Além disso, foi observado uma contagem maior desse grupo de micro-organismo do
que para as mesofilas, indicando que o armazenamento da pescadinha-real em condicGes de
temperatura até 4°C favorece o crescimento dos micro-organismos deterioradores (JAY,
2005).

3.2 IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

Na Tab. 3.2 estdo as bactérias identificadas da microbiota intestinal da pescadinha-
real. Foram avaliadas 20 cepas isoladas utilizando-se kit’s de identifica¢do bacteriana, sendo
90% (18 cepas) Gram-negativas e 10% (2 cepas) Gram-positivas. No entanto, cinco nédo
foram identificadas pelos padrdes estabelecidos, pelos kit’s e uso do software do fabricante.

As evidéncias indicam que a microflora gastrointestinal de peixes € altamente

variavel e sdo um reflexo do ambiente aquéatico e alimentacdo de cada peixe (AL-HARBI;
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UDDIN 2004). A flora da maioria dos peixes ¢ dominada por espécies gram-negativas
psicrotroficas, no entanto, em peixes tropicais muitas vezes a carga bacteriana € um pouco
maior de bactérias gram-positivas e entéricas do que em espécies de aguas temperadas
(GRAM; HUSS, 1996). As estirpes Gram-positivas, tais como Staphylococcus spp.,
Micrococcus spp. e Bacillus spp. foram isoladas a partir de peixes marinhos tropicais, mas
pouca informacéo tem sido relatada sobre a identidade ou fontes especificas destas bactérias
(AL BULUSHI et al., 2010).

Tabela 3.2. Identificacdo das bactérias isoladas da microbiota intestinal da pescadinha-real e
sua frequéncia (%).

Bactérias isoladas Cepas (%) ID (%)
Staphylococcus cohnii spp. urealyticum 6,67 99,99
Burkholderia cepacia 26,67 97,22
Pseudomonas fluorescens 46,67 91,24
Pseudomonas stutzeri 13,33 62,66
Corynebacterium sp. 6,67 91,33

% ID indica a similaridade perfil dos isolados com os padrfes estabelecidos pelos kits, de acordo com o
fabricante.

A maioria das bactérias identificadas pela técnica utilizada indica alta similaridade de
(acima de 90%), demonstrando seguranca na identificacdo dos micro-organismos presentes na
microflora. De forma geral, as cepas identificadas no intestino da pescadinha-real séo
consideradas bactérias deteriorantes e podem ter ligacdo direta na seguranca e/ou vida de
prateleira dessa espécie de peixe.

Os estafilococos ndo fazem parte da microbiota normal do peixe (VAN DEN
BROEK et al., 1984), sendo os estafilococos coagulase negativa, geralmente, encontrados em
amostras de origem humana nas membranas das mucosas e pele (PIETTE;
VERSCHRAEGEN, 2009). A Staphylococcus cohnii subsp. Urealyticum isolada do intestino
da pescadinha-real é classificada como um estafilococo coagulase-negativo tem caracteristicas
de formar grandes coldnias e capacidade de produzir aerobicamente &cido a partir de lactose
(TAMMY; BANNERMAN, 1996). E por ndo fazer parte da microbiota normal de peixes,
essa bactéria representou apenas 6,67% das cepas identificadas na pescadinha-real. A maioria
das espécies de estafilococos € inofensiva, mas algumas espécies deste género causam varias
doengas, ao produzir enzimas e toxinas, como exemplo a S. cohnii que possui um gene
produtor de enterotoxina (ZELL et al., 2008).
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Estudos que caracterizam a microflora de alimentos in natura e produtos séo
importantes para avaliar a seguranca, deterioracdo e influéncia desses micro-organismos nas
caracteristicas sensoriais. Em pesquisa realizada em bacalhau salgado e salgado seco, foram
identificadas bactérias gram-positivas, como S. cohnii e estirpes gram-negativas como a
Pseudomonas fluorescens, que é considerada uma bactéria que estd relacionada com a
deterioracdo de alimentos, principalmente, o conservado em baixas temperaturas, devido sua
capacidade de produzir H,S e/ou aminas biogénicas (RODRIGUES et al., 2003). Nesta
pesquisa, a P. fluorescens representou 46,67% do total das bactérias isoladas na microbiota
intestinal da pescadinha-real (Tab. 3.2).

A P. fluorescens também é agente patogénico da aquicultura contaminando muitas
espécies de peixes através da producdo de enzimas extracelulares, ocasionando doencas da
pele, que pode ocorrer, principalmente, em peixes feridos durante o manuseio e transporte
inadequado. No entanto, os mecanismos dessa viruléncia e de outras do P. fluorescens
permanecem pouco elucidados (ZHANG et al., 2009).

Ao longo da ultima década, algumas bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras
tém emergido como importantes agentes patogénicos tanto em peixes quanto em humanos
(ENOCH et al., 2007). Na presente pesquisa, mais duas bactérias gram-negativas, a
Burkholderia cepacia que representou 26,67% e a Pseudomona stutzeri com 13,33%, foram
identificadas na microbiota intestinal da pescadinha-real. A B. cepacia é bem reconhecida
como patégeno de infeccBes hospitalares (ENOCH et al., 2007) devido resisténcia a muitos
agentes antimicrobianos (SPENCER, 1995).

Miranda e Zelmeman (2002) observaram a resisténcia de bactérias gram-negativas
pelo uso de antibi6tico na prevencao e controle de patdgenos bacterianos durante a criagdo de
salmdo. Os autores avaliaram a presenca de estirpes isoladas da dgua, alimentacdo e alevinos,
onde a espécie mais prevalente foi a P. fluorescens e, outras bactérias gram-negativas também
foram resistentes, incluindo Pseudomonas aeruginosa, S. maltophilia, B. cepacia e
Acinetobacter. Esse fator tem sido extensivamente explicado sobre a baixa permeabilidade da
membrana externa dessas cepas que expelem uma ampla gama de compostos antimicrobianos
(antibidticos, corantes e solventes organicos) (HANCOCK, 1998).

A Pseudomonas stutzeri também & um organismo conhecido por sua diversidade
metabolica e estd amplamente distribuida em ambientes naturais, muito isolada de solos

contaminados e aguas residuais (LALUCAT et al., 2006). Em estudo de mais de 100 bactérias
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isoladas do trato intestinal de peixes do Paquistdo, a bactéria marinha P. stutzeri obtida do
trato intestinal do peixe ribbon (Desmodema spp.), apresentou atividade antimicrobiana contra
varias espécies de bactérias, incluindo resisténcia (antibidtico) ao Staphylococcus aureus
(LALUCAT et al., 2006).

No entanto, além dessa capacidade de atuar como um produtor antimicrobiano,
alguns micro-organismos isolados de peixes podem ser responsaveis por doencas de origem
alimentar. Al-Harbi e Uddin (2004) ao estudar a flora bacteriana identificada no intestino de
tilapia hibrido, observaram que a microbiota variou sazonalmente, e as espécies Aeromonas
hydrophila, Shewanella putrefaciens, Corynebacterium. urealyticum, Escherichia. coli e
Vibrio cholerae foram dominantes em todos os isolados bacterianos. Também isolaram cepas
de bactérias oportunista incluindo Flavobacterium sp., Pseudomonas fluorescens, Salmonella
sp., Staphylococcus sp. e Streptococcus sp., 0s quais possuem elevada importancia dentre os
micro-organismos presentes na microflora intestinal dos peixes, pois sob condi¢des de
estresse, estas bactérias podem ser agentes de intoxicacdo alimentar.

Além de a sazonalidade influenciar na flora bacteriana, algumas condicdes de
armazenamento também altera a colonizacdo das bactérias em pescados. Lalitha e Surendran
(2006) isolaram micro-organismos de camardo congelado e nas duas primeiras semanas de
estocagem a microflora era composta por grande parte de bactérias Gram-negativas dos
géneros Aeromonas, Shewanella, Moraxella e Pseudomonas e entre as gram-positivas,
Enterococcus, Micrococcus e Corynebacterium. No final do armazenamento a maioria dos
organismos predominantes eram Aeromonas, S. putrefaciens e Pseudomonas. Oku e
Amakoromo (2013), também pesquisaram cepas bacterianas em pescado, e obtiveram doze
isolados em peixes de agua doce da Nigéria prevalecendo cinco bactérias identificadas
como: B. subtilis, Corynebacterium, Lactobacillus, Pseudomonas e S. aureus.

A identificacdo e como ocorre o desenvolvimento das bactérias deteriorantes ou
patdgenos na caracterizacdo da microbiota de espécies de peixes durante a vida de prateleira é
de extrema importancia para manter a qualidade em diferentes condi¢fes de armazenamento

(temperatura) durante sua estabilidade comercial.
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3.3 TEMPERATURA LIMITE PARA O CRESCIMENTO DA MICROBIOTA ISOLADA

Ao monitorar 0 conteido de micro-organismos em 0Orgaos internos de peixes é
possivel estimar como este alimento sera afetado em relacdo a sua qualidade quando
armazenado em condigdes adequadas durante estocagem. Diante disso, para verificar o
desenvolvimento de bactérias isoladas da microbiota intestinal da pescadinha-real foram
avaliadas a 7°C e 3°C representando, respectivamente, a temperatura de armazenamento
convencional em refrigerador doméstico e uma condicdo limitante para o crescimento da
maioria das bactérias patogénicas.

A Fig. 3.1 mostra o crescimento da microbiota intestinal da pescadinha-real a 7 °C
apos 56 horas. Nenhuma das cinco cepas apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre 0s
tempos de crescimento. Isto mostra que durante o tempo de armazenamento (maior que 2
dias) na temperatura de (7 °C) ndo foi observado aumento de nenhuma das bactérias isoladas
do intestino.

Ao avaliar o comportamento dos micro-organismos na temperatura de 3 °C (Fig. 3.2)
as bactérias deteriorantes S. cohnii subsp. urealyticum e o patdégeno oportunista B. cepacia,
apresentaram crescimento com diferenga significativa entre os tempos (p < 0,05). O
desenvolvimento desses micro-organismos pode ter ocorrido devido a capacidade de
adaptacdo durante estocagem em baixas temperaturas em experimentos de cultivo em meios.

Damasceno et al. (2015), ao avaliar o crescimento em temperaturas de 10 e 15°C
durante 6 horas, encontrou gque as 16 cepas identificadas na composicdo da flora bacteriana no
musculo do tucunaré (Cichla ocellaris) e piramutaba (Brachyplatystoma vailantii), ndo se
desenvolveram nas condi¢fes pesquisadas. Além disso, foi ressaltado pelos autores que as
caracteristicas do habitat de temperatura elevada (peixes de regides tropicais) e a qualidade
microbioldgica, reduzem processos de deterioracdo e deixam mais lento o crescimento de
patégenos quando esses peixes sdo estocados em temperaturas abaixo de 10°C. Assim como
foi observado para a pescadinha-real que apresentou crescimento lento das cepas identificadas
devido as caracteristicas encontradas: boa qualidade microbioldgica dos peixes e baixa

habilidade de crescimento de certas bactérias presentes no intestino.
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Figura 3.1. Crescimento da microbiota intestinal da pescadinha-real a 7 °C por 56 horas.
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4. CONCLUSAO

Devido apresentar qualidade microbiologica aceitavel e conforme a identificagdo das
bactérias da microbiota intestinal, a pescadinha-real pode prolongar a sua vida de prateleira
qguando armazenada em temperaturas baixas. Esta afirmativa baseia-se nas baixas contagens
de mesdfilos, psicrotroficos e coliformes termotolerantes. E as cinco espécies identificadas na
microflora podem causar deterioracdo e/ou desempenhar papel de patdgenos oportunistas, que
ndo apresentaram desenvolvimento a 7 °C por 56 horas. Mas, a 3 °C, as bactérias
Staphylococcus cohnii subsp. Urealyticum e o patégeno oportunista Burkholderia cepacia,
apresentam crescimento significativo, implicando na seguranca alimentar ap6s trés dias se

estocado nessas condices.
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CAPITULO IV

AVALIACAO DOS PARAMETROS DE QUALIDADE DE FILES DE Macrodon

ancylodon EMBALADOS EM ATMOSFERA MODIFICADA

RESUMO

O uso de embalagens com atmosfera modificada em produtos de peixe facilita a
manter o frescor, a seguranca alimentar e aumentar a estabilidade comercial. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar os parametros de qualidade de produtos de filés de Macrodon ancylodon
embalados em atmosferas modificadas armazenados a 2°C. As alteragfes foram
acompanhadas através de avaliagdo sensorial, com aplicacdo do Método de Indice de
Qualidade (QIM), determinacdo do pH, bases volateis nitrogenadas totais (N-BVT),
quantificacdo das aminas biogénicas, cor instrumental, composicdo gasosa das embalagens e
analises microbioldgicas. Foram elaborados produtos de filés de M. ancylodon embalados em
atmosferas a vacuo (V) e com misturas gasosas de 50% CO,/50% N, (G1), 60% CO,/40% N,
(G2) e 70% CO,/30% N, (G3). A dissolucdo do CO, na fase aquosa do masculo dos filés nos
primeiros dias de estocagem foi influenciada pelo teor desse gas nas embalagens e ocasionou
as principais alteracbes nos parametros de qualidade avaliados. As principais alteracdes
sensoriais nos produtos G2 e G3 foram cor, 0 odor e as mudangas no aspecto do muco dos
filés. Os efeitos bacteriostaticos do CO, sobre o crescimento dos micro-organismos
deteriorantes prolongou a estabilidade comercial do produto G3. A perda de frescor dos
produtos pelo aumento do pH, acimulo de N-BVT e quantidade de putrescina e cadaverina
também foi influenciado pela composi¢do da mistura gasosa nos produtos. A correlacdo entre
0s parametros avaliados indicou que a estabilidade comercial dos produtos foi de 6 dias para
G2 e 10 dias para G3.

Palavras-chaves: teor de CO,, Macrodon ancylodon, parametros de qualidade.
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1. INTRODUCAO

O uso de tecnologias de conservacdo como a embalagem em atmosfera modificada
(EAM), que consiste na substituicdo do ar no interior da embalagem, por uma mistura de
gases como oxigénio (O,), diéxido de carbono (CO,) e nitrogénio (N2) no produto, pode
contribuir para manter os atributos sensoriais (frescor) e a seguranca alimentar dos produtos
com peixe.

A EAM tem sido amplamente utilizada para aumentar a vida de prateleira de
produtos proteicos refrigerados, tais como carnes e peixes, pois o0 prazo de validade destes
produtos pode ser prolongado pela utilizagdo de vacuo na embalagem ou pela introducéo de
um unico gas ou de uma mistura gasosa (CO,, N, e O,). Na ultima década, as combinac6es
gasosas de CO; e N, foram as misturas mais comumente estudadas para embalagens de peixes
(SANTOS; OLIVEIRA, 2012; YASSORALIPOUR et al., 2012; BABIC et al., 2015).

A acdo no aumento da vida util dos produtos deve-se ao efeito inibitério do CO,
sobre os diferentes tipos de micro-organismos e a reducdo ou remoc¢do do O, do interior da
embalagem. O CO, é considerado um agente bacteriostatico e ndo bactericida, agindo através
de mecanismos pouco compreendidos, como a alteracdo da fungdo da membrana celular
(incluindo a absorcédo de nutrientes) e a diminuicdo na taxa de reacdes enzimaticas através de
alteragdes do pH intracelular (SIVERTSVIK et al., 2002). Além disto, tem sido observado
que variagbes da concentracdo de CO, influencia no crescimento de bactérias e as mais
tolerantes a altas concentracdes desse gas sdo as gram-positivas (DELVLIEGHERE;
DEBEVERE, 2000). Desta forma, quanto maior a presenca de CO, na embalagem pode
resultar em menor producdo de aminas (que sdo responsaveis por odores e sabores
desagradaveis), levando a ndo percepcdo das alteracGes sensoriais em produtos de peixe
(MILNE et al., 2014).

E importante ressaltar que algumas medidas devem ser adotadas para garantir os
efeitos benéficos da EAM, como o uso associado de temperaturas mais baixas, o que melhora
a dissolucéo do CO; (SIVERTSVIK et al., 2002). Assim como, a utilizacdo de matéria-prima
de boa qualidade, com baixa contagem de bactérias, pode desfavorecer a producdo de
metabolitos que alteram a palatabilidade do produto (MILNE et al., 2014).

O processo de deterioracdo nos peixes € bem conhecida, ocorrendo a degradacéo

autolitica das enzimas, seguida de acdo microbiana e finaliza com a rejei¢cdo sensorial do

73



produto (GRAM; HUSS, 1996). Algumas espécies, apds o abate, elevam rapidamente o pH e
apresentam caracteristicas morfoldgicas desfavoraveis (escamas finas e frageis), que podem
acelerar a perda dos atributos de frescor. A espécie marinha Macrodon ancylodon, que possuli
ampla distribuicdo geografica e perspectiva econémica na América do Sul pode apresentar
répida alteracdo do pH, crescimento microbiano e precipitada perda do frescor durante o
armazenamento dos filés (LEMPEK et al. 2001; MARTINS, 2011).

Baseado no exposto, 0 objetivo da presente pesquisa foi avaliar a qualidade de filés
de Macrodon ancylodon, embalados em diferentes atmosferas e armazenado sob refrigeracédo
através de métodos sensorial, fisico-quimico e microbiolégico e estabelecer sua estabilidade

comercial.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS PRODUTOS

Para a obtencdo dos filés de Macrodon ancylodon foram utilizados um total de 200
peixes divididos em quatro lotes, sendo todos higienizados com 5ppm, eviscerados e filetados
(com pele). Os filés apresentaram cerca de 95 g e foram acondicionados individualmente em
embalagens constituidas com barreira para os gases (poliamida).

Foi realizado teste preliminar onde os filés embalados permaneceram em quatro
difererntes atmosferas modificada (AM) descrito na Tab. 4.1, visando escolher os dois
melhores tipos de AM. Isto foi realizado através do acompanhamento da composicdo gasosa e
de analise microbioldgica (contagem de bactérias psicrotroficas) de 3 embalagens em
intervalos de 5 dias. Nesse teste os filés embalados nas diferentes AM foram mantidos em
temperatura de 2°C por 20 dias e acompanhados por amostra controle (C) embalada com
100% ar atmosférico.

Tabela 4.1. Tipos de atmosferas e composicao para o teste preliminar.

Tipos de AM Composicdo das atmosferas
C 100% ar
\Y VACUO
G1* 50% CO,/50% N,
G2* 60% CO,/ 40% N,
G3* 70% CO,/30% N,

*Proporcdo de 2:1 para a relagdo volume de gas e produto.
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Através do teste preliminar foram selecionadas duas AM para avaliar os parametros
de qualidade desses produtos durante a vida de prateleira. Apds o acondicionamento dos filés,
trés embalagens de cada produto das AM escolhidas aleatoriamente foram destinadas para a
avaliacdo sensorial e fisico-quimica e 2 para microbioldgica. Estas avaliacbes foram
realizadas em intervalos de 48 horas. Foi medido também o espago livre em todas as
embalagens (% da composi¢do gasosa). O armazenamento foi realizado nas mesmas

condicdes do teste preliminar realizado anteriormente.

2.2 AVALIACAO SENSORIAL

O protocolo utilizado para desenvolver o Método de indice de Qualidade (MIQ) dos
filés de M. ancylodon embalados em AM utilizou metodologia proposta por Sveinsdottir et al.
(2003). Para desenvolver o protocolo MIQ foram selecionados de 7 a 10 julgadores, através
da aplicacdo de questionario, visando avaliar se os julgadores tinham conhecimento dos
parametros sensoriais que determinam o frescor de peixes. Apds a selecdo, foi realizada uma
sessdo de esclarecimento sobre os fundamentos e principios do método MIQ.

A obtencdo do protocolo MIQ ocorreu em 3 fases com sessdes e lotes distintos para
cada fase. A duracdo de cada sessdo foi de 1 h, realizadas no laboratério com temperatura de
cerca de 20°C, iluminacdo adequada e julgadores com maéscaras, luvas e touca. Duas amostras
de filés de cada tipo de atmosfera foram utilizadas por sessdo, escolhidas aleatoriamente,
mantidas em bandejas de cor clara, codificadas com numeros de 3 digitos e sem informacdes
do tempo de estocagem.

Na Fase 1 foram observadas e anotadas nas fichas de avaliacdo a cada 48 horas,
todas as alteraces sensoriais da amostra controle (C) (embaladas com 100% de ar), dos filés
de M. ancylodon e armazenadas a 2°C. Nesta primeira fase além do acompanhamento
microbioldgico, no final foram utilizados os principais parametros sensoriais descritos e
sugestdes dos julgadores para a elaboracdo de uma versdo consensual do protocolo MIQ
inicial.

Na Fase 2 foi utilizado o protocolo MIQ inicial para avaliar os dois tipos de produtos
de filé embalados nas AM, selecionadas no teste preliminar, e associadas a amostra controle
(embaladas com 100% de ar). Nesta fase, o objetivo foi obter informacdes dos julgadores

quanto as alteracdes dos atributos sensoriais detectados em cada tipo de produto e, por
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concordancia, obter uma versdo final do protocolo MIQ para filés de M. ancylodon em AM
armazenados a 2 °C.

Na dltima fase (Fase 3) foi obtido o indice de Qualidade (IQ) dos dois tipos de
produtos de filés em AM através da aplicacdo do protocolo MIQ final durante o
monitoramento da estabilidade comercial. Esta fase também teve acompanhamento da

amostra controle (C).

2.3 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA

Foi medida a composigdo gasosa (% O, e CO,) do espacgo livre do interior das
embalagens, utilizando analisador de gases Check Point (Marca DANSENSOR). Para analisar
0 pH utilizou-se metodologia da AOAC (2000). As Bases Volateis Totais (N-BVT) foram
determinadas através do método descrito em Brasil (1999), a perda por gotejamento (Drip
loss) foi de acordo com a metodologia de Gomez-Guillen et al., (2000) e os resultados
expressos em porcentagem, através da diferenca entre os pesos inicial e final dos peixes. A
quantificacdo de aminas biogénicas foi realizada de acordo com L&zaro de La Torre (2013),
usando HPLC equipado com detector de arranjo de iodo, pré-coluna Extrasil Tracer ODS2
(15 x 0.46 cm, 5 um) e coluna Supelco Ascentis C18 (2 x 0,40, 5 um), identificadas de acordo
com os tempos de retencdo e quantificadas a partir das areas dos picos. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.4 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Foram realizadas andlises de coliformes a 45° C, Salmonella sp. e estafilococos
coagulase positiva nas amostras de cada lote. As contagens de meséfilos e psicotréficos foram
realizadas a cada 5 dias durante o teste preliminar e em intervalos de 48 horas durante o
desenvolvimento do protocolo MIQ, obtencdo do 1Q e monitoramento da estabilidade
comercial dos produtos de filé. Todas as andlises seguiram a metodologia descrita por

Downes e Ito (2001) e foram realizadas em duplicata.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram avaliados com o auxilio do programa XLSTAT para
Windows, versdo 2012, empregando analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey ao nivel

de 5% de significancia e Regresséo Linear Simples.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 SELECAO DOS TIPOS DE ATMOSFERA
Os resultados do monitoramento da composicdo gasosa e microbioldgica do teste
preliminar dos filés de M. ancylodon acondicionados nas diferentes atmosferas encontram-se

nas Fig. 4.1A e 4.1B. N&o houve variagdo significativa ao medir o percentual de O, nas

embalagens com adicdo de gases durante o teste preliminar de 20 dias.
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Figura 4.1. (A) Composicdo gasosa das embalagens e (B) contagem de bactérias
psicrotréficas nos filés de M. ancylodon em diferentes tipos de AM. V = vacuo, G1 = 50%
CO2/50% N3, G2 = 60% CO,/40% N, G3 = 70% CO,/30% N, e C = 100% ar.

A composicdo gasosa no espaco livre das embalagens diminuiu rapidamente até o 5°
dia, devido a dissolucdo do CO, na parte aquosa dos filés de M. ancylodon e, depois manteve-
se constante até o final do armazenamento (Fig. 4.1A).

Na Fig 4.1B observa-se o crescimento mais lento das bactérias psicrotroficas nos

produtos mantidos nas atmosferas do tipo G3 e G2, devido o teor de CO,. O produto G3 (70%
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CO,/30% N,) somente apdés 15 dias se aproximou (7,02 log UFC/g) da legislacdo
internacional da ICMFS (2005) para pescado refrigerado, cujo limite maximo permitido é de
7 log UFC/g. O produto G2 se aproximou desse limite apos 10 dias e o G1, neste mesmo
tempo de armazenamento, ultrapassou o permitido pela legislacdo vigente. Isto ocorreu
porque nos primeiros cinco dias de armazenamento houve dissolu¢cdo do CO, no musculo,
favorecendo a acdo antimicrobiana deste gas, retardando o crescimento do nimero de micro-
organismos viaveis presentes nos files (DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2000).

O produto embalado a vacuo (V) apresentou comportamento semelhante ao
observado na amostra controle (C), ultrapassando o limite em menos de 5 dias.

O crescimento mais lento das bactérias psicrotréficas nos produtos mantidos nas
atmosferas do tipo G3 e G2 foi determinante para a escolha desses dois tipos de AM para

elaboracdo dos produtos.
3.2 COMPOSICAO GASOSA DOS PRODUTOS
A Fig. 4.2 mostra os resultados da composicdo gasosa nos produtos G2 e G3.

Ocorreu elevada dissolu¢do do CO; na fase aquosa do musculo do filé no primeiro dia de
armazenamento nos dois tipos de produto até ser atingido o equilibrio dentro da embalagem.
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Figura 4.2. Mudancas na composi¢do gasosa do espago livre das embalagens de atmosfera
modificada dos produtos de filé de M. ancylodon armazenados a 2°C.

A amostra G3 mostrou declinio até o 3° dia devido a maior quantidade de CO, nesse
produto. Apds esse equilibrio, os niveis de CO,, nos produtos G2 e G3 apresentaram

78



tendéncias semelhantes e constantes de diminuicdo com o tempo de armazenamento,
conforme relatado em outros trabalhos (CYPRIAN et al., 2013). Os niveis de O, medidos na
composicado gasosa de ambos produtos nao apresentaram diferenca durante 0 armazenamento
com nivel médio de 1,2%.

Foi observado que apds o 5° dia de medicao do percentual de gas no espago livre, em
pelo menos uma das embalagens coletadas para a realizacdo das analises, apresentava valor
muito distante da média do obtido para o CO,. Esse fato pode ter ocorrido devido colapso ou
falhas nas embalagens de poliamida que favorecem a saida dos gases. As embalagens que
apresentavam composicdo gasosa mais proxima foram selecionadas para realizar a avaliagdo

sensorial e microbiolégica.

3.3 AVALIACAO SENSORIAL

A Tab. 4.2 apresenta o protocolo MIQ de filé de M. ancylodon embalado em
atmosfera modificada mantido sob refrigeracdo (2°C), com os parametros especificos das
alteracdes sensoriais relevantes que foram avaliadas e listadas por consenso de 9 julgadores
durante o periodo de armazenamento.

Os parametros avaliados receberam até 4 descritores com pontos de deméritos que
variaram de 0 a 3. A textura foi o Unico parametro que variou apenas de 0 a 1 devido a fragil
estrutura do muasculo das espécies da familia Sciaenidae.

A Fig. 4.3 mostra a perda de frescor dos produtos (G3 e G2) durante o periodo de
armazenamento atribuido a obtencdo da soma das pontuagGes nas mudancas graduais
observadas durante a avaliacdo sensorial, originando o 1Q para cada dia de estocagem, através
da aplicacdo do protocolo MIQ do filé de M. ancylodon em EAM sob refrigeracdo (2°C).

A evolucdo do 1Q para os produtos de filé de pescada gé (G2 e G3), assim como as
amostras controle (C), encontram-se altamente correlacionadas (R* > 1) com o tempo de
armazenamento. As equacdes lineares para 0s produtos foram expressas em 1Q (G2) = 0,9824
x dias — 0,7261 (R?2 = 0,9793) e 1Q (G3)= 0,9948 x dias — 1.39 (R? = 0,9598),
respectivamente. O comportamento linear do 1Q foi estatisticamente significativo (p < 0,05).

Observou-se que no primeiro dia de armazenamento, os dois produtos (G2 e G3)
tiveram baixos 1Q, sendo os filés embalados com 70% CO,/30% N, (G3) o0s que apresentaram

um indice de frescor maximo, iniciando com IQ igual a 0. No entanto, no final do tempo de
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armazenamento, ambos os produtos atingiram igual soma dos pontos de escore (1Q= 14), que
foi proximo da pontuacdo méxima do protocolo.

Observou-se que no primeiro dia de armazenamento, os dois produtos (G2 e G3)
tiveram baixos 1Q, sendo os filés embalados com 70% CO,/30% N, (G3) 0s que apresentaram
um indice de frescor méximo, iniciando com 1Q igual a 0. No entanto, no final do tempo de
armazenamento, ambos os produtos atingiram igual soma dos pontos de escore (1Q= 14), que

foi proximo da pontuacdo méaxima do protocolo.

Tabela 4.2. Protocolo MIQ desenvolvido para o filé de Macrodon ancylodon embalado em
atmosfera modificada (EAM), mantido sob refrigeragéo (2°C).

Parametros Descricdo das caracteristicas Pontos de
deméritos
Cor Bege, branco, brilhante 0
(lombo) Ligeiramente opaco, pouco amarelado a levemente rosado
Amarelado, bege opaco, acinzentado
Cor Azulado, brilhante

(aba/borda) Cor leitosa, esbranquicado
Acinzentado ou acastanhado

Pele Brilhante, coloragéo caracteristica
Perda do brilho e coloragéo
Opaca

Muco Auséncia

Claro, transparente e fino

Ligeiramente viscoso

Muito viscoso, aspecto lacteo
Odor Fresco, alga marinha

Neutro, ndo fresco

Levemente leite azedo

Levemente putrido, amoniacal

NP OPFPOWNPFPOWMNMPFPONPFPODNPEFODNLEPE

Textura Ligeiramente mole
Mole
Disposicéao Sem aberturas
das fibras Poucas aberturas (< 25%)
musculares Aberturas leve (25 - 75%)

T
(RN
o1

indice de Qualidade

Observou-se que no primeiro dia de armazenamento, os dois produtos (G2 e G3)
tiveram baixos 1Q, sendo os filés embalados com 70% CO,/30% N, (G3) 0s que apresentaram
um indice de frescor maximo, iniciando com IQ igual a 0. No entanto, no final do tempo de
armazenamento, ambos os produtos atingiram igual soma dos pontos de escore (1Q= 14), que

foi préximo da pontua¢do maxima do protocolo.
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Figura 4.3. Correlacdo linear entre dias de armazenamento em gelo e o indice de Qualidade
(IQ) para filés de M. acylodon em EAM. G2 = 60%CO,/40%N,, G3 = 70% CO,/30% N, e C=
100% atm.

O tipo de atmosfera modificada nos produtos influenciou no progresso do 1Q durante

0 armazenamento, principalmente nos parametros de qualidade tais como, muco, cor da borda
(aba) e odor. A elevada exsudacdo dos filés embalados com maior quantidade de CO, (G3)
favoreceu a alteracdo do muco do produto. Em G2 foi observada alteracdo da cor e odor,
influenciando na evolucédo do 1Q, provocada pela degradacdo das proteinas musculares e dos
pigmentos, favorecida pelo crescimento de micro-organismos deterioradores que aceleram o
escurecimento, opacidade e odor nos filés.

O fim da vida Util de produtos geralmente € determinado quando a deterioracdo e as
alteracBes sensoriais tornam-se evidentes e a maioria dos julgadores consegue detectar
(SVEINSDOTTIR et al., 2003). Logo, a estabilidade comercial no produto G2 foi mantida até
0 10° dia e para G3 essa percepgéo foi alcancada no 12° dia.

Todos os parametros estudados apresentaram tendéncia ascendente durante o periodo
de armazenamento. No entanto, o muco, a cor da borda (aba) e o odor foram os parametros
que progrediram mais rapidamente, apresentando crescente tendéncia linear e alta correlacdo
(R > 0,90) com o periodo de armazenamento a 2°C. Os parametros com baixa linearidade
foram textura e disposicéo das fibras, principalmente devido a fragil estrutura do musculo da
espécie M. ancylodon e a variacdo do manuseio durante a filetagem.

A evolucdo do 1Q dos produtos ao longo do tempo obteve melhor correlagdo linear

do que com os parametros individuais analisados, demonstrando que o protocolo MIQ
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desenvolvido para filé de M. ancylodon embalados com atmosfera modificada pode ser

utilizado na avaliacdo de diferentes tipos de produtos embalados em AM.

3.4 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A contagem de estafilococos coagulase positiva apresentou resultado inferior ao
limite de 10° UFC/g e auséncia de Salmonella spp em todos os lotes analisados estando de
acordo com a legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2001). Aliado a isso, a boa qualidade da
matéria prima foi demonstrada também pela anélise de coliformes a 45°C que apresentou
baixa contagem (3,6 - 75 NMP/g), indicando n&o ter ocorrido contaminagdo da matéria-prima
no local de captura e na manipulacdo durante a elaboracdo dos produtos.

A legislacao brasileira ndo determina um limite para contagem total dessas bactérias
em pescado, no entanto, a presenca desses micro-organismos indica se houve higienizagédo
adequada, controle da temperatura e manipulacdo correta durante o processo de elaboracdo e
periodo de estocagem. A Fig. 4.4A mostra o limite maximo da contagem de bactérias

heterotroficas aerdbias mesofilas (CBHAM) e a Fig. 4.4B para psicrotroficas (CBHAP).
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Figura 4.4. Correlacdes entre dias de armazenamento e contagens de bactérias mesoéfilas (A)
e psicrotroficas (B) em filés de M. ancylodon nos produtos G2 (60%C0O,/40% N,), G3 (70%
C0,/30% N) e na amostra controle com 100% atm (C).

O limite maximo permitido pela ICMFS (2005) para contagem padrdo de placas de
aerobios mesofilos e psicrotréficos em pescado refrigerado é 7 log UFC/g. Os resultados da
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Fig. 4.4A mostram que a contagem das bactérias mesofilas (CBHAM) nos produtos G2 e G3
nédo atingiram esse limite e os embalados em 100% ar (C) somente a partir do 10° dia. Os
resultados mostram que os produtos foram elaborados em condicGes higiénicas adequadas e
com eficiente controle da temperatura de refrigeracdo (2°C) durante o armazenamento.
Agnese et al (2001) relataram que valores de bactérias mesofilas superiores a 6 log UFC/g em
peixes sdo considerados criticos e estdo relacionados a diminuicdo do frescor e alteracdes nas
caracteristicas sensoriais. Esta alteracdo foi percebida no produto G2 no 10° dia devido a
alteracdo na cor do musculo e presenca de muco e em G3 mesmo apds 12 dias de
armazenamento o produto ainda apresentava frescor aceitavel, indicando variagcOes tardias
dessas caracteristicas sensoriais.

Na Fig. 4.4B observa-se que as contagens de psicrotroficas (CBHAP) ultrapassam 7
log UFC/g antes do 7° dia nos produtos G2 e a partir do 10° dia para G3, sendo
considerados impréprios para o consumo humano. Huss (1995) assegura que a deterioracdo de
peixes, por bactérias psicrotroficas, apresenta mudancas significativas no odor, textura e cor
guando armazenados em baixas temperaturas.

As bactérias psicrotroficas nao-proteolitica como o Clostridium botulinum tipo E tem
a capacidade de crescer e produzir toxinas em produtos de pescado embalados em condicdes
anaerobias e baixas temperaturas (< 3 °C) (GRAHAM et al., 1997). Portanto, é necessario
existir um controle rigoroso de temperatura para garantir a seguranca e vida de prateleira
desses produtos (SIVERTSVIK et al., 2002).

Os resultados obtidos nas analises microbioldgicas indicaram que a vida Gtil dos
produtos de filé de M. ancylodon do grupo controle (C) foi inferior a 3 dias e para os
embalados em AM foi de 6 dias no produto G2 (60%C0O,/40% N,) e 10 dias para G3
(70%C0,/30% Ny). A extensdo do prazo de estabilidade comercial dos produtos G2 e G3
estdo relacionadas aos efeitos bacteriostaticos do CO,, uma vez que 0S micro-organismos
apresentaram crescimento mais lento durante todo o periodo de armazenamento, semelhantes
ao observado em estudos realizados por Arashisar et al (2004) para filés de truta e Stamatis e
Arkoudelos (2007) para filés de sardinha.

83



3.5 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA

Na Tabela 4.3 estdo os resultados da avaliacdo fisico-quimica dos produtos de filé de
M. ancylodon em EAM e armazenados em refrigeracao (2°C).

Os valores de pH para os produtos somente se mantiveram dentro do limite
legislagdo brasileira de 6,5-6,8 (BRASIL, 2001) no

armazenamento. G2 e G3 apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) apenas no tltimo dia

estabelecido pela inicio do
de armazenamento (14° dia). Os valores de pH aumentam durante a estocagem, devido ao
acumulo de N-BVT, alteragdes nas reacdes bioquimicas, acdo de enzimas presentes no
musculo provenientes de atividades autoliticas e a quantidade de micro-organismos viaveis,
causando alteracdes sensoriais indesejaveis nos peixes (GONCALVES, 2011; GONCALVES
etal., 2015).

Tabela 4.3. Resultados das andlises fisico-quimicas dos produtos G2 e G3.

Dias
Andlises 1 3 5 7 10 12 14
pH G2 6,73° 7,06 7,20 737° 797° 806" 827
pH G3 6,70° 6,96° 7,20° 7,21° 778" 784" 813°
?n_wg\gloo(;)z 11,56° 13,34% 19219 19.92¢ 40,73° 59.97° 74,967
(Nr;]';’\glggg) 11,38" 13.34°7 17.43%¢ 17.68" 3504° 4513° 72,04°
Aminas biogénicas (mg/kg) em G3
Histamina  0,00®0 0,03 0,15% 0,00® 0,00° 0,17% 1,39"
Tiramina 265° 214> 205" 551° 135 1,70° 0,00
Putrescina  0,09° 0,01° 1,41° 0,35° 17,99° 10,34° 33,57°
Cadaverina 0,06° 0,18° 0,31° 0,04 025" 0,30° 1,38
Espermidina 0,10° 0,08 0,00° 008" 1,11*® 004" 1,86°
Espermina 0,04 0,03 052° 009" 226° 024" 0,05°

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).

Os resultados de N-BVT foram afetados pela atmosfera usada, ou seja, a mistura de
gas com menor teor de CO, continha maiores valores de N-BVT com diferenca significativa
(p < 0,05), aumentando a partir do 5° dia progressivamente até o 14° dia, com boa correlacdo
linear e valores de R? (G2) = 0,90 e R? (G3) = 0,85.

84



Os valores de N-BVT apresentaram tendéncia crescente durante o periodo de
armazenamento devido ao crescimento das bactérias heterotréficas mesofilas e psicrotroficas
(BABIC et al., 2015). A partir do 10° dia foi observado nos produtos (G2 e G3) diferenca
significativa (p < 0,05) entre os dias do armazenamento. Neste dia também foi observado que
os teores de N-BVT estavam acima do limite estabelecido pela legislagéo brasileira de 30 mg
N/100 g (BRASIL, 1997). O N-BVT dos produtos em atmosfera modificada foi considerado
um bom indicador de frescor, compativel com outros parametros de avaliacdo, como a
aceitacdo sensorial e contagem de bactérias totais.

A determinacgdo de aminas em alguns peixes pode ser utilizada como bom marcador
e potencial de toxicidade, pois algumas aminas podem potencializar a toxicidade da histamina
(KRIZEK et al., 2002). A analise de aminas bioativas foi realizada apenas para o produto G3
gue obteve o maior tempo de vida Gtil em comparacdo a avaliacdo sensorial e microbioldgica
(Tab. 4.3).

Observa-se que a putrescina foi a amina que apresentou teor mais elevado no filé de
M. ancylodon embalado com 70% CO,/30% N, (G3) armazenado a 2°C. A putrescina, a
tiramina e a histamina apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) no final do
armazenamento (14° dia) e a espermina no inicio (10° dia).

A presenca de aminas no inicio do armazenamento, como a tiramina, sugere
atividade enzimatica de origem microbiana (BULUSHI et al., 2009). No entanto, ao longo do
armazenamento foi observado um declinio acentuado dessa amina, e isso se deve ao efeito
bacteriostatico do CO, quando esse gas € dissolvido no musculo dos filés e retarda o
crescimento microbiano.

O aparecimento de aminas bioativas antecede a deteccdo dos sinais sensoriais que
indicam a deterioracdo do pescado, 0 que confere a este parametro a possibilidade de ser
utilizado como indice quimico para monitorar o frescor ou degradacdo do alimento. Diante
disso, observou-se que no 10° dia as quantificacOes elevadas para putrescina, espermina e
espermidina elevaram o indice quimico, demonstrando sinais de alteracdo sensorial dos filés
de M. ancylodon embalados a 70%C0O,/30%N, (G3). No entanto, somente no 14° dia de
armazenamento os filés desse produto, evidenciaram sua rejei¢ao sensorial na percepcéo dos
julgadores. Este fato se explica devido a elevada presenca da putrescina, com valor acima de
20 mg/kg, que, segundo Krizek et al. (2002), indica peixe de baixa qualidade.
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Em embalagens com atmosfera modificada observa-se maior perda por gotejamento
(formacdo de exsudados) devido a dissolugdo do CO, que ocorre no filé e que diminui a
capacidade do musculo em reter agua (SIVERTSVIK et al., 2002). Na Fig. 4.5 observa-se que
em G3 os filés apresentaram valores mais elevados para perda por gotejamento, devido o
maior teor de CO,. Para G2 e G3 os resultados obtidos durante a estocagem demonstram que
somente no 10° dia se registrou diferenca significativa (p < 0,05) entre os filés dos produtos. E
apos o 12°dia houve elevada formacdo de exsudados pelo aumento da perda de agua por

gotejamento, que foi maior em G3 durante o armazenamento.
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Figura 4.5. Perda por gotejamento (%) durante estocagem a 2°C dos produtos de filé de M.
ancylodon embalados em atmosfera modificada (EAM).

Além da presenca de exsudado ser um fator que influencia na escolha dos embalados
em diferentes atmosferas, a cor também é uma caracteristica determinante e esta associada
diretamente ao frescor, podendo indicar a rejeicdo do produto. A luminosidade (L*) do filé
(Fig. 4.6B) da espécie Macrodon ancylodon apresentou diferenca significativa (p < 0,05) na
comparagdo entre os produtos durante os 14 dias, devido ao escurecimento ressaltado na
diminuicédo dos valores de L* dos filés em G2.

Os parametros a* e b* dos filés dos produtos exibiram tendéncias semelhantes
durante o armazenamento. Os valores de a* foram inferiores ao valor inicial, ou seja, a
degradacdo fez com que a cor se intensifique na tonalidade verde. Na pele dos files (Fig.
4.6A) de G2 e G3 ndo houve variacdo significativa durante o armazenamento.
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O parédmetro b* nos filés de G3 mostrou aumento ao longo do tempo, tornando-os
mais amarelados. Na pele, ndo foi observada variacdo significativa no armazenamento
revelando conservacao da tonalidade amarela caracteristica da espécie M. ancylodon.

De forma geral, a avaliacdo da cor instrumental ndo se mostrou tdo sensivel quanto a
avaliacdo sensorial realizada pelos julgadores que notaram as mudancas ocorridas ao longo da
estocagem dos dois produtos.
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Figura 4.6. Parametros de cor L*, a * e b* da pele (A) e lombo (B) dos filés de G2 e G3.
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4. CONCLUSAO

Durante a avaliagdo sensorial foi observado no produto G2 que as principais
alteracbes dos pardmetros de qualidade notadas pelos julgadores nos filés de Macrodon
ancylodon foram alteracdo na cor e odor e, para G3 foi maior exsudacdo e mudanca no
aspecto do muco. Os efeitos bacteriostaticos do CO, sobre o crescimento mais lento dos
micro-organismos deteriorantes mostrou-se evidente até o 10° dia no produto G3 e em G2 até
seis dias o produto estava proprio para o consumo. Enquanto que os filés embalados somente
com ar (amostra controle) no 3° dia ja ultrapassava o limite da contagem de bactérias
determinado pela legislacio. O aumento do pH nos produtos apresentou diferenca
significativa no 10° dia de estocagem, devido a presenca de N-BVT em G2 e G3 acima do
limite da legislacdo. Neste periodo também foi observado que os filés de G3 ja apresentavam
caracteristicas de deterioracdo, devido o aumento da quantidade da amina putrescina. A
avaliacdo da cor instrumental ndo se mostrou tdo sensivel quanto a avaliacdo sensorial
realizada pelos julgadores. Dessa forma, conclui-se que os parametros avaliados
estabeleceram o prolongamento da vida de prateleira para o produto G2 de até 6 dias e para
G3 de 10 dias. Demonstrando que a embalagem em atmosfera modificada com a mistura
gasosa de CO, e N, prolonga a vida de prateleira dos filés de M. ancylodon, devido a

conservacao das caracteristicas de qualidade por um periodo maior de armazenamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa conclui-se que:

- O protocolo desenvolvido pelo Método de indice de Qualidade (MIQ) para a pescada
g6 (Macrodon ancylodon) inteira mostrou alta correlacdo linear entre o 1Q e o tempo

de estocagem em gelo.

Baseado nos resultados da analise sensorial, microbioldgica e fisico-quimica, conclui-
se que a pescada go inteira estocada em gelo mantém boa qualidade e frescor durante

11 dias.

Dentre os marcadores quimicos para a pescada go inteira as substancias organicas
volateis encontradas foram determinadas toxicas e provenientes do ambiente marinho

e da dieta dessa espécie.

— O perfil quimico dos &cidos graxos durante a estocagem mostraram perda da qualidade

nutricional em relacdo a diminuicdo dos acidos araquidonicos e oleico.

Cinco espécies identificadas na microflora intestinal, que podem causar deterioracao
e/ou desempenhar papel de patdgenos oportunistas, sao: Staphylococcus cohnii subsp.
urealyticum, Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens e

Corynebacterium sp.

- As amostras de peixe apresentaram qualidade microbioldgica aceitdvel e quando
mantida em temperaturas baixas (< 3°C) pode prolongar a sua vida de prateleira por

limitar a agdo da microflora.
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A avaliacdo sensorial pela aplicacdo do protocolo MIQ para os filés de Macrodon
ancylodon em EAM a 2°C mostrou que no produto com 60%CO2/40%N, (G2) as
principais alteracbes dos parametros de qualidade foram a cor e odor e para a
atmosfera com 70%C0O,/30%N, (G3) a elevada exsudagéo e aspecto do muco, as mais

evidentes.

A dissolucdo do CO, na fase aquosa do musculo dos filés esta diretamente relacionado
ao teor desse gas na EAM e no efeito bacteriostatico, observado sobre o crescimento

dos micro-organismos deteriorantes, aumento do pH e o acimulo de N-BVT.

Foram observadas diferengas na estabilidade comercial entre os produtos de filés de
pescada-gé (M. ancylodon) embalados em atmosfera modificada (G2 e G3)

determinando prazo de 6 dias e de até 10 dias, respectivamente.

A putrescina e a cadaverina foram as aminas que apresentaram teores mais elevados na

pescada-go inteira e nos filés em EAM.

Os métodos instrumentais (cor e textura) ndo se mostraram tdo sensiveis quanto a

avaliacdo sensorial realizada pelos julgadores.

Pode-se afirmar que os métodos que mais se correlacionaram e indicaram a perda de
frescor foi a analise microbiol6gica e a avaliacdo sensorial pelo MIQ tanto para
pescada go inteira conservada em gelo quanto para os filés embalados em atmosferas

modificadas.
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